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TIIVISTELMÄ 
 
Tutkimus tehtiin Lapin keskussairaalan Kliinisen mikrobiologian laboratoriolle. Tarkoituksena 
työssä oli vertailla neljää kaupallisesti tuotettua ESBL-maljaa sekä Lapin keskussairaalassa käy-
tettävää selektiivistä CLED-maljaa ja selvittää, mikä näistä viidestä maljasta on tehokkain ESBL- 
kantojen tunnistuksessa. Lapin keskussairaalan mikrobiologian laboratorio voi käyttää tutkimuk-
sessa saatuja tuloksia päätöksenteossa kaupallisten ESBL-maljojen käyttöönotosta. 
 
Maljoille viljeltävät näytteet olivat seulontanäytteitä sekä positiivisia kontrollikantoja ja referenssi-
kantoja. Seulontanäytteet olivat laadultaan ulostetta, virtsaa ja haavaeritettä. Tutkimuksen aikana 
102 näytettä viljeltiin viidelle erilaiselle maljalle. Bakteerikasvua ja pesäkemorfologiaa tarkasteltiin 
maljoilta silmämääräisesti. Maljojen selektiivisyyttä vertailtiin tunnistamalla kaikki maljoilla kasva-
vat bakteerit. Tutkimuksessa vertailtiin sekä ESBL-kantojen kasvua että varmistustestien toimi-
vuutta suoraan maljoilta ja puhdasviljelmistä. 
 
Tulosten perusteella kaikki ESBL-positiiviset kannat kasvoivat maljoilla yhtä runsaina, poikkeuk-
sena yksi ESBL-positiivinen potilasnäyte, joka ei kasvanut ollenkaan BD Drigalski Lactose Agar 
with Ceftazidime -maljalla. Selektiivisellä CLED-maljalla kasvoi kaikista eniten muita kuin ESBL-
kantoja ja BD Drigalski Lactose Agar with Ceftazidime -maljalla toiseksi eniten. Kromogeenisten 
maljojen välillä ei ollut suuria eroja selektiivisyydessä. Varmistustestejä vertaillessa yksi kontrolli-
kanta ei antanut positiivista tulosta suoraan maljoilta, mutta puhdasviljelmästä tehdyt testit olivat 
positiivisia. Varmistustestivertailussa yksi selektiiviseltä CLED-maljalta tehty kaksoiskiekkotesti ei 
antanut positiivista tulosta, vaikka kyseessä oli ESBL-kontrollikanta. 
 
Lapin keskussairaalalle olisi hyötyä ESBL-viljelyssä käytettävän selektiivisen CLED-maljan vaih-
tamisesta johonkin kaupallisista maljoista. Kromogeenisten maljojen käyttöönotto vaatii henkilö-
kunnan perehdyttämistä, mutta helpottaa ESBL-kantojen tunnistusta ja löydettävyyttä. 
 
 
 
Asiasanat: Mikrobiologia, laajakirjoiset beetalaktamaasientsyymit, mikrobilääkeresistenssi, vertai-
lututkimus (YSA) 
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ABSTRACT 
 
The thesis was commissioned by Laboratory of Clinical Microbiology of Lapland Central Hospital. 
The purpose of this thesis was to compare five different ESBL agars and examine which is the 
most effective for ESBL bacteria identification. Laboratory of clinical Microbiology can use the test 
results in their decision making when replacing the selective CLED agar with one of the commer-
cial produced agars. 
  
Samples in this study were patient samples and control and referent strains. 102 samples were 
cultured on five different agars. The amount of bacterium growth and colony morphology were 
observed. Selectivity of five agars was compared by recognizing every bacterium. In this study I 
compared also the growth of ESBL producing strains and the function of the confirmation test 
straight from the plate and from the pure culture. 
 
The results showed that there were no differences between ESBL positive bacteria growths be-
tween five different agars. Every strain except for one positive patient sample grew on every agar. 
The most unselective agars were Selective CLED agar and BD Drigalski Lactose Agar with Cef-
tazidime. There were no big differences between selectivity with chromogenic agars. Comparison 
of the confirmation test showed, that one of the ESBL control strain did not show positive result in 
the first culture. One ESBL control strain did not show positive result in a double disc test from se-
lective CLED agar. 
 
Replacing the selective CLED agar for one of the commercially produced agars would be benefi-
cial to Laboratory of Clinical Microbiology of Lapland Central Hospital. Commissioning chroma-
gars requires good familiarization, but it can make the recognizing of ESBL easier.  
 
 
 
Keywords: Microbiology, Extended-Spectrum Beta-Lactamase, antimicrobial drug resistance, 
comparative study (Author-Supplied-Keywords) 
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1 JOHDANTO 
 
 
ESBL-infektioita aiheuttavat bakteerit ovat joukko gram-negatiivisia sauvabakteereja, jotka tuotta-
vat laajakirjoisia, plasmidivälitteisiä beetalaktamaasientsyymejä (Meurman 2005, 71–79; Nissinen 
2006, 207). Beetalaktamaasientsyymiä koodaavia bakteereja esiintyy useimmiten Enterobacte-
riaceae-heimon sauvabakteereissa, mutta niitä voi esiintyä muissakin gram-negatiivisissa sauva-
bakteereissa. (Huovinen, Meri, Peltola, Vaara, Vaheri, Valtonen 2003,192.) Beetalaktamaasient-
syymit pystyvät hajottamaan penisilliinejä, ensimmäisen, toisen ja kolmannen polven kefalospo-
riineja ja monobaktaameja (Meurman 2005, 71–79; Nissinen 2006, 207). 
 
Opinnäytetyön aiheena on ”Vertailututkimus laajakirjoista beetalaktamaasia tuottavien bakteerien 
kasvatusmaljoista”. Sain aiheen Lapin keskussairaalan sairaalamikrobiologi Joanna Peltolalta 
syksyllä 2010. Mikrobiologian laboratorio oli pohtinut nykyisen selektiivisen CLED-maljan vaihtoa 
johonkin kaupallisesti tuotettuun maljaan, ja tutkimukselle tarvittiin tekijä. Tutkimus oli mielestäni 
erittäin mielenkiintoinen ja sopi hyvin opinnäytetyön aiheeksi. 
 
Tutkimuksessa vertaillaan neljää kaupallista maljaa ja mikrobiologian laboratorion elatusaineyksi-
kössä valmistettavaa maljaa. Vertailtavat maljat ovat: Lapin keskussairaalan elatusaineyksikössä 
valmistettava selektiivinen CLED, BioMériuexin chromID ESBL, BD:n Drigalski Lactose Agar with 
Ceftazidime, Oxoidin Brilliance ESBL agar sekä jauheena laboratorioon saapuva CHROMagar 
Orientation ESBL. Suomessa CHROMagarin Orientation ESBL -maljaa valmistaa Labema Oy. 
Kaupallisista maljoista kolme on kromogeenisia eli bakteerin värimuodostukseen perustuvia mal-
joja. Yhdellä kaupallisella maljalla sekä keskussairaalan selektiivisellä CLED-maljalla bakteerin 
tunnistus perustuu bakteerin laktoosin käyttöön. 
 
Tutkimusmenetelmänä opinnäytetyössä käytettiin kvantitatiivista tutkimusta, mutta tutkimuksessa 
on myös laadullisen tutkimuksen piirteitä. Tutkimuksen tarkoituksena on antaa puolueetonta tie-
toa edellä mainittujen valmistajien maljoista ja niiden soveltumisesta ESBL-kantojen tunnistuk-
seen Lapin keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa. Mikrobiologian laboratorion lisäksi tut-
kimuksessa mukana olevien kaupallisten maljojen valmistajat saavat tutkimustulokset käyttöönsä. 
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Maljojen vertailun lisäksi työssä tutkittiin laboratoriossa tehtävien varmistustestien toimivuutta 
suoraan maljoilta sekä puhdasviljelmistä. Käytettyjä tutkimuksia olivat bakteerikantojen herkkyy-
den määrittäminen kaksoiskiekkotestillä sekä bakteerin nimen ja herkkyyden määrittäminen Vi-
tek2-analysaattorilla.  
 
Tutkimuksessa mukana olleet näytteet olivat Lapin keskussairaalaan tulevia ESBL-
seulontanäytteitä. Näytteet olivat laadultaan joko virtsaa, ulostetta tai haavaeritettä. Tutkimukses-
sa oli seulontanäytteiden lisäksi kontrollikantoja eli positiivisia ESBL-kantoja sekä referenssikan-
toja, jotka olivat ESBL-negatiivisia kantoja tai muita kuin gram-negatiivisia kantoja. Kontrolli- ja re-
ferenssikantojen viljelyn tarkoituksena oli varmistaa maljojen toimivuus. Maljoja viljeltiin tutkimuk-
sen aikana yhteensä 510 kappaletta. Suurella otannalla pyrittiin varmistamaan tutkimuksen luo-
tettavuus ja takaamaan positiivisten tulosten saaminen. 
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2 LAAJAKIRJOISTA BEETALAKTAMAASI-ENTSYYMIÄ TUOTTAVAT BAK-
TEERIT 
 
 
ESBL eli Extented Spectrum Beta-Lactamase tarkoittaa joukkoa laajakirjoisia, plasmidivälitteisiä 
beetalaktamaasi-entsyymejä, jotka kykenevät hajottamaan penisilliinejä, ensimmäisen, toisen ja 
kolmannen polven kefalosporiineja (esimerkiksi kefotaksiimi, keftriaksoni, keftatsidiimi) ja mono-
baktaameja (atstreonaami). Suuri osa ESBL-entsyymeistä on syntynyt pistemutaatioiden johdosta 
kapeakirjoisista beetalaktamaasi-entsyymeistä. Entsyymejä koodaavat geenit voivat siirtyä resis-
tenssiplasmideissa bakteerikannasta ja jopa lajista toiseen. (Meurman 2005, 71–79; Nissinen 
2006, 207.) ESBL-kannoille tyypilliseen plasmidivälitteiseen resistenssiin liittyy usein resistenssi 
muitakin mikrobilääkeryhmiä kohtaan (Aittoniemi 2010, 66). 
 
Ensimmäiset ESBL-kannat löydettiin Keski-Euroopasta vuonna 1982, ja tämän jälkeen ne ovat 
levinneet kaikkiin maanosiin (Meurman, 2005, 71–79). Suomessa laajakirjoinen beetalaktamaasi 
yleistyi E.coli- ja Klebsiella -kannoissa 2000-luvulla (Nissinen 2006, 207). ESBL-bakteerit ovat 
opportunistipatogeenejä eli aiheuttavat tautia vain silloin, kun siihen tulee mahdollisuus. ESBL-
entsyymejä tunnetaan yli kaksisataa, tärkeimpinä TEM, SHV ja CTX-M. Entsyymejä koodaavat 
geenit ovat yleisimpiä Enterobacteriaceae-heimon sauvabakteereissa, esimerkkinä Escherichia 
coli, Klebsiella pneumoniae ja Salmonella ssp. ESBL-entsyymiä koodaavia geenejä on löydetty 
muiltakin enterobakteereilta, akinetobakteereilta sekä Pseudomonas aeruginosalta. (Huovinen, 
Meri, Peltola, Vaara, Vaheri & Valtonen 2003, 192; Lauhio, Kolho, 2005, 2373.) 
 
2.1 ESBL-kantojen aiheuttamien infektioiden toteaminen ja hoito 
 
ESBL-entsyymien heterogeenisyys tekee ESBL-kantojen seulomisen haastavaksi. Heterogeeni-
syys näkyy laajakirjoista beetalaktamaasia tuottavien bakteerikantojen erilaisina kefalospo-
riiniresistenssiprofiileina. Paras tapa positiivisten kantojen tunnistukseen on testata niiden herk-
kyys useammalle kolmannen polven kefalosporiinille sekä atstreonaamille. Laajakirjoista beeta-
laktamaasia tuottavat bakteerikannat ovat usein moniresistenttejä eli resistenttejä vähintään kol-
melle eri mikrobilääkeryhmälle. Tämä ominaisuus helpottaa niiden tunnistamista, koska moni-
resistentit E. coli -kannat tutkitaan aina tarkemmin, ja tällöin kannan mahdollinen ESBL-
ominaisuus tulee ilmi. (Nissinen 2006, 207.) 
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Ainoita ESBL-kantojen aiheuttamassa infektiossa toimivia beetalaktamaasiperheen lääkkeitä ovat 
karbapeneemit (imipeneemi ja meropeneemi). Laajakirjoisille beetalaktamaaseille on ominaista 
niiden vaikutuksien estyminen beetalaktamaasi-inhibiittoreilla (klavulaanihappo, tatsobaktaami), 
ja tämän vuoksi ESBL-kannan aiheuttamiin infektioihin saattavat tehota karbapeneemien lisäksi 
myös amoksisilliini-klavulaanihappo- tai piperasiilliini-tatsobaktaami-kombinaatiolääkkeet. (Nissi-
nen 2006, 207.) 
 
Suomessa löydettyihin ESBL-kantoihin on tähän mennessä ollut tehoavia lääkkeitä. Lievissä in-
fektiotapauksissa käytetään yleensä laboratoriossa tehtyjen herkkyysmääritysten mukaista lää-
kehoitoa, mutta osassa ESBL-infektioita ei ole enää bakteeriin tehoavia suun kautta otettavia 
lääkkeitä. Tällaisissa tapauksissa hoito joudutaan toteuttamaan suonen sisäisin lääkkein. (Ter-
veyden ja hyvinvoinnin laitos, ESBL, hakupäivä 12.10.2011.) 
 
Antibioottihoidot voivat rikastaa suoliston normaaliflooraan päässyttä ESBL-kantaa tappamalla 
suoliston muuta bakteerikantaa, jolloin tuloksena voi olla ESBL-infektio. ESBL-kantojen osuus 
kaikista E. coli- ja Klebsiella -kannoista on vielä noin 3 %, ja suurin osa on eristyksessä olevilla 
pitkäaikaishoitolaitosten ja sairaaloiden potilailla. (Vaara 2004, 4467.) Riskitekijöinä ESBL-kannan 
aiheuttamassa infektiossa ovat potilaan korkea ikä, useat edeltävät mikrobilääkehoidot, vaikeat 
perussairaudet sekä laitoshoito (Aittoniemi 2010, 66). 
 
Sairaalassa ESBL-positiivinen potilas laitetaan kosketuseristykseen ja huolehditaan hyvästä kä-
sihygieniasta. Akuuttisairaalassa samassa huoneessa ESBL-infektiolle altistuneet potilaat eriste-
tään ja seulotaan. Jos samassa hoitoyksikössä sairaalan sisällä todetaan toinen tapaus, koko 
hoito-osasto seulotaan. Kaikki altistuneet seulotaan kahdesti viikon välein ja eristys poistetaan 
vasta, kun molemmat tulokset ovat negatiivisia. Terveyskeskuksien vuodeosastoilla ja vanhain-
kodeissa tapahtuvien ESBL-löydösten jälkeen kaikki potilaat/asukkaat seulotaan. Yleisimpiä sai-
raalainfektioita aiheuttavia bakteereita ovat ESBL-kannat (Extended Spectrum Beta-Lactamase), 
MRSA (metisilliiniresistentti Staphylococcus aureus), VRE (vankkomysiiniresistentti enterokokki), 
MRPA (Moniresistentti Pseudomonas aeruginosa) ja PRP (penisilliiniresistentti Streptococcus 
pneumoniae) (Karhumäki, Jonsson & Saros 2009, 143-145; LSHP, Moniresistenttibakteerit 
MRSA-, ESBL-, VRE- ja MRPA torjunta-, seulonta- ja näytteenotto-ohje, hakupäivä 5.10.2011). 
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2.2 Mikrobilääkeresistenssi 
 
Mikrobilääkkeiden teho tauteja aiheuttaviin bakteereihin tunnetaan tarkkaan niiden tullessa mer-
kittävämmäksi osaksi ihmisten hoitoa. Mikrobit kehittävät resistenssiä mille tahansa lääkkeelle, ja 
lääkkeiden käytön yleistyminen johtaa resistenttien kantojen kasvuun. Hankitun resistenssin 
esiintyvyyttä ei voida ennustaa, ja tätä varten mikrobien lääkeherkkyyttä seurataan tarkasti. Herk-
kyysseurannalla halutaan saada kiinni potilaista eristetyt resistentit bakteerikannat mahdollisim-
man aikaisin. (Nissinen 2006, 201.) 
 
Mikrobilääkkeet luokitellaan niiden toimintamekanismien mukaan. Niihin kuuluvat mikrobien solu-
kalvon synteesin häiritseminen, proteiinisynteesin estäminen, nukleiinihapposynteesin häiritsemi-
nen, bakteerin metabolian inhibointi ja bakteerien kalvorakenteiden tuhoaminen. Bakteeri voi olla 
resistentti jonkin luokan antibiootille tai sillä voi olla resistenssi useammalle eri mekanismeilla 
toimiville antibiooteille. Bakteerien mikrobilääkeresistenssi voi olla luontaista, syntyä mutaation 
kautta tai siirtyä bakteerilta toiselle. (Tenover 2006, 3–10.) 
 
2.3 AmpC-geeni 
 
AmpC-geeni on joko bakteerin kromosomissa tai plasmidissa. Normaalisti sen ilmentyminen kro-
mosomissa on vähäistä eikä aiheuta beetalaktamaasiresistenssiä. Jotkut antibiootit ja soluseinän 
komponentit voivat indusoida ampC-geenin toimintaa ja lisätä resistenssiä. Mutaatioiden ja in-
dusoivien tekijöiden yhteisvaikutuksen tuloksena geenin toiminta voi johtaa resistenssin lisäänty-
miseen, jolloin bakteerikanta muuttuu resistentiksi kefalosporiineja, penisilliinejä ja monobaktaa-
meja kohtaan. Tästä johtuu yleensä esimerkiksi Enterobacter-, Providencia-, Serratia-lajien sekä 
Citrobacter freundii- ja Morganella morganii -kantojen kefalosporiiniresistenssi.  Kefepiimi ja kefpi-
rome tehoavat yleensä AmC-beeta-laktamaasia tuottaviin kantoihin. (Terveyden ja hyvinvoinnin 
laitos, Laajakirjoiset β-laktamaasit eli ESBL:t, hakupäivä 15.9.2011.) 
 
Plasmidivälitteinen ampC-geeni voi siirtyä myös sellaisiin bakteerilajeihin, joilla ei ole kro-
mosomaalista ampC-geeniä, ja aiheuttaa ampC-beetalaktamaasin tuottoa. Plasmidivälitteisen 
AmpC:n toteaminen kannattaa vain sellaisilta bakteereilta, joilla ei ole kromosomaalista ampC-
geeniä. Esimerkiksi Klebsiella-lajit, Proteus mirabilis- ja Salmonella-kannat. E. colin kromosomis-
sa geeni sijaitsee, mutta sen ilmentyminen on vähäistä. Plasmidivälittesen ampC-geenin omaavat 
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Klebsiella pneumoniae -kannat ovat aiheuttaneet maailmanlaajuisia epidemioita. (Terveyden ja 
hyvinvoinnin laitos, Laajakirjoiset β-laktamaasit eli ESBL:t, hakupäivä 15.9.2011) AmpC –
ominaisuus on enterobakteereilla luontainen resistenssimekanismi. Geeni voi ”hypätä” kromoso-
mista plasmidiin ja siirtyä epätyypillisiin suolistobakteereihin, kuten E. coliin hankaloittamaan 
ESBL –diagnotiikkaa. (Aittoniemi 2010, 67.) 
 
Kaksoiskiekkotestissä ampC-kannan ja ESBL-kannan voi erottaa siitä, että klavulaanihappo ei 
anna positiivista tulosta kaksoiskiekkotestissä. AmpC hajottaa kefamysiinejä, kun taas ESBL-
kannat ovat niille resistenttejä. AmpC-entsyymin kyky hajottaa kefepiimiä ja kefpiromia on heikko 
eikä siis aiheuta yksinään resistenssiä näitä antibiootteja kohtaan (taulukko 2). (Terveyden ja hy-
vinvoinnin laitos, Laajakirjoiset β-laktamaasit eli ESBL:t, hakupäivä 15.9.2011.) 
 
TAULUKKO 2. Plasmidivälitteisen AmpC:n toteamisessa  
hyödyllisiä testejä (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos, Hakupäivä 15.9.2011) 
 
Antibiootti AmpC ESBL 
Keftatsidiimi R R 
Kefotaksiimi R R 
Kefoksitiini R S 
Kefepiimi S R 
Klavulaanihappotesti - +++ 
 
Plasmidivälitteisen AmpC:n toteaminen vaikeutuu ESBL-geenien, muiden beetalaktamaasien tai 
bakteerien solukalvon muutoksien vaikutuksesta. PCR-menetelmän avulla geeni pystytään osoit-
tamaan, vaikka kromosomaalinen ampC-geeni saattaa vaikeuttaa tunnistamista. Enterobacte-
riaceae-kannan plasmidivälitteisen AmpC-beetalaktamaasin tuotto on todennäköistä, jos kanta ei 
tuota ESBL:ää ja jos sen kefalosporiiniherkkyys on heikentynyt. Positiivinen tulos kannattaa kui-
tenkin varmistaa lisäherkkyyksillä ja kaupallisilla ampC-beetalaktamaasin toteamiseen tarkoitetuil-
la testeillä. (Terveyden ja hyvinvoinnin laitos, Laajakirjoiset β-laktamaasit eli ESBL:t, hakupäivä 
15.9.2011.) 
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3 NÄYTTEIDEN OTTO, VILJELY JA JATKOTUTKIMUKSET 
 
 
Laajakirjoista beetalaktamaasia tuottavista gram-negatiivisista sauvoista yleisimpiä ESBL-
infektion aiheuttajia ovat E. coli- ja Klebsiella ssp. -kannat. Ne kuuluvat suoliston normaaliin bak-
teerikasvustoon ja ovat yleisimpiä virtsatieinfektioiden aiheuttajia, mutta voivat aiheuttaa näiden 
lisäksi harvinaisempia vatsanalueen infektioita. Taudinaiheuttajina ESBL-entsyymiä tuottavat E. 
coli- ja Klebsiella ssp. -kannat eivät eroa tavallisista E. coli- ja Klebsiella ssp. -kannoista. (Tervey-
den ja hyvinvoinnin laitos, ESBL, hakupäivä 15.10.2011.)  
 
ESBL-kantojen määritykseen käytetään viljelymenetelmää. Potilasnäytteet viljellään selektiiviselle 
ESBL-maljalle. Pesäkkeiden tunnistus tapahtuu alustavasti bakteerin pesäkemorfologian sekä 
hajun perusteella, jonka jälkeen bakteereista tehdään tarvittavat jatkotutkimukset ja varmistustes-
tit. Varmistustesteistä saatavien tulosten mukaan voidaan todeta, tuottaako bakteeri laajakirjoista 
beetalaktamaasi-entsyymiä vai ei. 
 
3.1 ESBL-näytteenotto 
 
ESBL-viljelynäytteet otetaan virtsasta, ulosteesta, iholeesioista, infektiofokuksista sekä dreenierit-
teestä. Katetripotilaalta virtsanäyte otetaan virtsankeräyspussista. Näytteenottokohtaa ei puhdis-
teta ennen näytteenottoa. Uloste kerätään kierrekorkilliseen purkkiin siten, että yksi kolmasosa 
purkista on näytettä. Virtsa kerätään joko tyhjään virtsanäyteputkeen, viljelyputkeen tai kierrekor-
killiseen virtsanäytepurkkiin. Iholeesioista, dreenieritteestä tai infektiofokuksesta otettu näyte laite-
taan bakteerinkuljetusputkeen (Transpocult-putki). Transpocult-putket sekä ulostenäytepurkit säi-
lyvät jääkaapissa kaksi vuorokautta, lisäaineettomat virtsanäyteputket vuorokauden ja kuljetus-
putket huoneenlämmössä vuorokauden. (LSHP, Moniresistenttibakteerit MRSA-, ESBL-, VRE- ja 
MRPA torjunta-, seulonta- ja näytteenotto-ohje, hakupäivä 21.9.2011.) 
 
3.1 Viljelyn suorittaminen ja tutkimuksen vakiointi 
 
Viljelytulosten luotettavuuden varmistamiseksi viljely- ja kasvatusolot tulee pitää vakioina. Näyt-
teiden viljelyssä käytetään kolmikenttähajotusviljelytekniikkaa (kuvio 1). Hajotusviljelyssä näytettä 
levitetään viljelysauvalla yhdelle kolmasosaa viljelymaljan pinta-alasta ja tämän jälkeen asteittain 
14 
 
koko maljan pinnalle. Lopuksi viljelymaljalle tehdään ns. häntä, jossa bakteeripesäkkeet erottuvat 
yksittäisinä. (Huovinen, Meri, Peltola, Vaara, Vaheri & Valtonen 2003, 23.)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVIO 1. Kolmikenttähajotusviljely 
 
Näytteet viljellään vetokaapissa ja viljelyyn käytetään steriilejä viljelysauvoja. Kontaminaation 
mahdollisuuden pienentämiseksi tulee näytteitä viljeltäessä huolehtia hyvästä käsihygieniasta, 
käyttää käsineitä jokaisessa työvaiheessa sekä pukeutua laboratorioon tarkoitettuihin työvaattei-
siin. Tutkimus suoritetaan hyvien laboratoriokäytänteiden mukaisesti. (OECD:n periaatteet hyväs-
tä laboratoriokäytännöstä (GLP), hakupäivä 19.9.2011.) 
 
Bakteerien kasvatus tapahtuu 35–37-asteisessa aerobisille bakteereille tarkoitetussa lämpökaa-
pissa tai lämpöhuoneessa. Lämpötilaseurannan avulla varmistetaan, että lämpötila pysyy salli-
tuissa lukemissa. Lämpötilaseurannan tarkoituksena on lisätä tutkimuksen luotettavuutta. Kaikki 
samana päivänä viljellyt maljat laitetaan lämpökaappiin tai -huoneeseen samaan aikaan ja ote-
taan pois yhtä aikaa seuraavana päivänä. Samoin tehdään toisen vuorokauden kasvatuksessa. 
Maljat ovat lämpökaapissa ohjeen mukaan 18–24 tuntia ennen ensimmäistä tulkintaa. Toinen tul-
kinta tapahtuu kahden vuorokauden kasvatuksen jälkeen. Kahden vuorokauden kasvatuksella 
varmistetaan, että kaikki kasvu saadaan esille. 
 
 
 
 
15 
 
3.2 Varmistustestit 
 
ESBL-kantojen varmistustestit tehtiin tutkimuksessa Vitek2-analysaattorilla ja kaksoiskiekkotestil-
lä.  Kaksoiskiekkotestiä ja Vitek2-analysaattorin määritystä tehtäessä bakteeria laimennetaan tiet-
tyyn pitoisuuteen, jotta tulokset olisivat luotettavia. Kaikkien bakteerilaimennoksien tulee olla sa-
moilla, hyväksytyillä viiteväleillä jatkotutkimuksia suoritettaessa. Laimennokset ja maljojen viljely 
tulee tehdä vetokaapissa, jotta työskentely saataisiin pidettyä mahdollisimman puhtaana. 
 
3.2.1 Kaksoiskiekkotesti 
 
Lääkeherkkyysmäärityksillä pyritään havaitsemaan hankittu resistenssi, joten määritys tehdään 
sellaisille lääkkeille, joille bakteeri on luonnostaan herkkä. Kiekkomenetelmän huono puoli on, et-
tä muutos voidaan luotettavasti havaita vain silloin, kun bakteerin sietokyky lääkkeelle on kasva-
nut kymmenkertaiseksi. (Nissinen 2006, 202.) 
 
Kiekkoherkkyysmääritykset perustuvat mikrobilääkkeen diffundoitumiseen agariin elatusainemal-
jalle asetetusta kiekosta. Diffundoitumisen vuoksi antibiootille herkkä bakteeri ei kasva antibiootti-
kiekon ympärillä ja kasvusto muodostaa kehän kiekon ympärille. Kehän, eli estorenkaan, halkaisi-
ja korreloi bakteerin lääkeherkkyyteen. Kiekkoherkkyysmääritys tehdään Suomessa eurooppalai-
sen EUCAST-standardin mukaisesti. (Nissinen, Meurman 2006, 205.) Lapin keskussairaalan mik-
robiologian laboratorio siirtyi tekemään herkkyysmääritykset EUCAST-standardin ohjeen mukaan 
vuoden 2011 alusta lähtien. Testien suoritustapa ei ole muuttunut FiRe-standardin mukaisista oh-
jeista, mutta jotkin herkkyysrajat ovat muuttuneet. 
 
Kaksoiskiekkotestissä testataan normaalin kiekkoherkkyysmäärityksen tapaan bakteerikannan 
herkkyys kefotaksiimille, keftatsidiimille sekä kefepiimille ja kyseisten antibioottien klavulaanihap-
pokombinaatioille sekä verrataan estorenkaiden kokoa. Kaikkien kefalosporiinien pitoisuus kie-
koissa on 30 µg. Jos klavulaanihappokombinoitu lääkekiekko antaa vähintään 5 mm suuremman 
eston kuin ilman klavulaanihappoa oleva kiekko, kanta tuottaa laajakirjoista beetalaktamaasia. 
Jos bakteeri tuottaa samaan aikaan inhibiittoriresistenttiä beetalaktamaasia (esim. ampC-tyyppi) 
tai on permabiliteettimutatoitunut, se voi maskeerata laajakirjoista beetalaktamaasia. (FiRe-
standardi versio 6 2010, hakupäivä 28.3.2011.) 
 
16 
 
Kaksoiskiekkomenetelmän toistettavuuden ja tulosten luotettavuuden lisäämiseksi on tärkeä nou-
dattaa standardimenetelmää ja käyttää tunnettuja kontrollikantoja suorituksen kontrollointiin. Tällä 
tarkoitetaan sitä, että maljaerien ja bakteerilääkkeiden toimivuus varmistetaan ennen rutiinikäyt-
töä. (Nissinen 2006, 202.) 
 
3.2.2 Vitek2-analysaattori 
 
Vitek2-analysaattorin avulla saadaan bakteerille lopullinen nimi. Tämän lisäksi laite määrittää tar-
vittaessa bakteerien antibioottiherkkyydet ja resistenssimekanismit (BioMériuex, hakupäivä 
28.3.2011). Vitek-analyysiä tehtäessä tulee varmistaa reagenssien ja analyysiin käytettävien kort-
tien tuoreus ja riittävyys ja mitattavien näytteiden pitoisuudet. Näytteiden pitoisuudet mitataan sii-
hen tarkoitetulla mittarilla, joka kontrolloidaan eri vahvuisilla seoksilla ennen sen käyttämistä. Mit-
tarille on olemassa oma käyttäjäpäiväkirja, jossa on ohjeistettu laitteelle tehtävät päivittäiset ja vii-
koittaiset kontrolloinnit sekä huollot. Vitek2-analysaattorilla on oma käyttäjäpäiväkirja, ja ennen 
tutkimuksen aloittamista tulee tarkistaa, että tarvittavat huollot on tehty. 
 
Vitek2-analysaattorin reagenssikorteissa on 64 kuoppaa, joista kukin sisältää yksittäisen tes-
tisubstraatin. Substraatit mittaavat useita aineenvaihdunnallisia toimintoja, kuten happamoitumis-
ta, alkakalisaatiota, entsyymien hydroloitumista sekä inhiboivien materiaalien läsnäoloa. Korteis-
sa on viivakoodit, jotka sisältävät kortin tuotenumeron, lot-numeron, vanhenemispäivämäärän se-
kä ainutlaatuisen tunnisteen, joka voidaan liittää näytteeseen ennen tietojen koneelle lataamista 
tai sen jälkeen. (David H. Pincus, BioMériuex, Inc., hakupäivä 18.9.2011.) 
 
Näytesuspensio valmistetaan tehdaspuhtaaseen putkeen siirtämällä bakteeripesäkkeitä maljalta 
pumpulitikulla kolmeen millilitraan steriiliä keittosuolaa (0,9%). Suspensioputki vortexoidaan ja pi-
toisuus mitataan tarkoitukseen kehitetyllä turbidometrillä (DensiChekTM). Pitoisuudet on määritel-
ty viiteväleille, joilla Vitek2-analysaattori antaa luotettavimman tuloksen (taulukko 1). (David H. 
Pincus, BioMériuex, Inc., hakupäivä 18.9.2011.) 
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TAULUKKO 1. Pitoisuusvälit ja määritykseen käytettävät kortit  
Vitek2-analysaattorilla (BioMériuex Vitek2 -technology Product Information -CD) 
 
Tunnistettava  
mikrobi 
Käytettävä  
Vitek-kortti 
Seoksen pitoisuus 
(McFarlandia) 
Anaerobi- ja coryne 
bakteerit 
ANC 2,70–3,30 
 
Gram-negatiiviset 
bakteerit 
GN 0,50–0,63 
 
Gram-positiiviset  
bakteerit 
GP 0,50–0,63 
ESBL-herkkyys AST-N153 0,50–0,63 
 
Neisseria Hemophilus 
-ryhmä 
NH 2,70–3,30 
 
Hiivat YST 1,80–2,20 
 
Näytteidenajokelkassa oleviin putkiin asetetaan herkkyys- ja nimikortit siten, että nimikortti tulee 
bakteerisuspensioon. Samasta näytteestä määritettävä herkkyys saadaan asettamalla herkkyys-
kortti tyhjään putkeen nimikortin viereen. Määrityksessä Vitek2-analysaattori imaisee baktee-
risuspension tunnistuskorttiin, tekee automaattisesti suspensiosta laimennoksen ja imaisee sen 
herkkyysmäärityskorttiin. Tuloksen valmistuttua laite poistaa valmiit kortit itse, mutta näyt-
teidenajokelkat täytyy poistaa koneesta manuaalisesti. (Nissinen 2008, 196; David H. Pincus, 
bioMériuex, Inc., hakupäivä 18.9.2011.) 
 
Vitek2-analysaattorin periaatteet ovat turbidometrinen ja kolorimetrinen. Se mittaa näytekaseteis-
ta viidentoista minuutin välein joko sameutta tai reaktiossa syntyvän tuotteen väriä. Analysaattori 
pystyy eliminoimaan pienten kuplien vaikutuksen tuloksiin. Se vertaa tuloksia tietokannassa ole-
vaan dataan ja valitsee tietokannasta sopivimmat vaihtoehdot bakteerin nimeksi. (David H. Pin-
cus, bioMérieux, Inc., hakupäivä 18.9.2011.) 
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Tutkimusten perusteella voidaan sanoa, että automaattien luotettavuus tunnistuksen ja lääke-
herkkyysmääritykseen on erittäin hyvä. Muihin analysaattoreihin verrattuna Vitek2-analysaattori 
on edelläkävijä kasvuvaatimuksiltaan vaativien bakteerien ja hiivojen tunnistuksessa. (Nissinen 
2008, 196.) 
 
3.2.3 Muut jatkotutkimukset 
 
Tutkimuksen luotettavuuden varmistamiseksi kaikki maljoilla kasvavat bakteerit pyrittiin tunnista-
maan. Muiden kuin ESBL-positiivisten bakteerien tunnistamiseen käytettiin oksidaasitestiä, API 
20E-testiä sekä mikroskopointia. Pseudomonas sp. -kannat nimettiin bakteerin pesäkemorfologi-
an, hajun ja oksidaasitestin perusteella. Pseudomonakset tunnistaa maljalta niiden helmimäisestä 
kiillosta ja tyypillisestä hajusta. 
 
Api20E-testi on suunniteltu tunnistamaan enterobakteereja sekä gram-negatiivisia bakteereja, joi-
ta voidaan kasvattaa tavallisissa olosuhteissa. Api20E-testi sisältää 21 bakteerien tunnistuksessa 
käytettävää biokemiallista testiä, jotka perustuvat entsymaattisiin reaktioihin, fermentaatioon, 
substraattien käyttöön sekä kemiallisten aineiden tuottoon. Testin tulokset pystytään tulkitsemaan 
syöttämällä tulokset Apiweb-tietokantaan (bioMérieux SA 2011). (bioMérieux 2004a.)  
 
Oksidaasitestiä käytetään erityisesti neisserioiden, branhamellan ja nonfermentatiivisten gram-
negatiivisten sauvojen alustavaan tunnistukseen. Testissä bakteerin sisältämä sytokromioksidaa-
si hapettaa oksidaasireagenssin (=tetrametyyli-p-fenyleenidiamiini dihydrokloridin) ondofenoliksi, 
ja tämä aiheuttaa bakteerin värireaktion suodatinpaperilla. (Lapin keskussairaalan mikrobiologian 
laboratorion työohje, Oksidaasitesti, päivitetty 11.12.1996.) 
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4 VERTAILTAVAT MALJAT 
 
 
Tutkimuksessa mukana olevat vertailtavat maljat ovat BioMérieux chromID ESBL, BD Drigalski 
Lactose Agar with Ceftazidime, Oxoid Brilliance ESBL agar, CHROMagar Orientation ESBL -
jauheesta valmistettava malja sekä Lapin keskussairaalan elatusaineyksikössä valmistettava se-
lektiivinen CLED-malja. Maljat sisältävät erilaisia antibioottiyhdistelmiä, jotka on todettu tehok-
kaiksi ESBL-kantojen tunnistuksessa. 
 
4.1 Kromogeeniset maljat 
 
Kromogeeniset maljat sisältävät kromogeeneja eli väriä sisältäviä yhdisteitä, jotka on liitetty sub-
straattiin. Maljojen värinmuodostus perustuu spesifiseen entsyymi-substraattireaktioon, jonka 
avulla värillinen lopputuote syntyy. Kasvaessaan bakteeri tuottaa entsyymiä, joka hajottaa sub-
straatti-kromogeenin. Kromogeeni vapautuu ja synnyttää maljalla värireaktion, jonka perusteella 
bakteeri voidaan tunnistaa. Maljojen ideana on sisällyttää elatusalustaan sellaisia substraatteja, 
että tietyn entsyymiaktiivisuuden omaavat bakteeripesäkkeet kasvavat maljalla määrätyn värisinä. 
Muihin seikkoihin perustuvat värimuutokset eivät tee maljasta kromogeenista. (Kärpänoja 2007, 
39; Meurman 2011, 108.)  
 
Tutkimuksessa käytettyihin kromogeenisiin maljoihin on lisätty antibioottiyhdistelmiä, jotka tekevät 
niistä selektiivisiä tietyille bakteereille. Maljojen selektiivisyydellä pyritään estämään epätoivottu-
jen bakteerien kasvua. Värireaktioiden tarkoituksena on pystyä tunnistamaan bakteerikannat pe-
säkkeiden värin perusteella ja tätä kautta helpottaa jatkotutkimusten tekoa sekä kartoittaa niiden 
tarpeellisuutta. (Kärpänoja 2007, 39.) Valitsemalla maljalla käytettävät substraatit sopivasti voi-
daan samalta maljalta tunnistaa useita bakteeriryhmiä (Meurman 2011, 108). 
 
Kromogeenisten maljojen käyttö ESBL-diagnostiikassa on lisääntynyt, ja maljojen herkkyys sekä 
spesifisyys ovat parantuneet aikaisemmin käytetyistä menetelmistä. Kromogeenisten maljojen 
ongelmana on värireaktioiden vaihtelevuus. (The Biomedical Scientist 2007, 1609.) 
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4.2 BioMérieux chromID ESBL 
 
BioMériuexin ChromID ESBL -maljan (lot 100206430)  antibioottiyhdistelmän selektiivisenä anti-
bioottina käytetään kefpodoksiimia. Malja on kromogeeninen, eli bakteerien tunnistus perustuu 
spesifiseen entsyymi–substraatti-reaktioon (Kärpänoja 2007, 39). Oheisessa taulukossa luetel-
laan eri bakteerien värireaktiot maljalla valmistajan ohjeen mukaan (taulukko 3). (Biomériux, 
ChromID ESBL, hakupäivä 6.9.2011.) 
 
 
TAULUKKO 3. Bakteerien värireaktiot ChromID ESBL -maljalla (BioMériuex, ChromID ESBL, ha-
kupäivä 6.9.2011)  
 
Bakteerin nimi Väri 
Escherichia coli  
(beeta-glukoronidaasia tuottavat pesäkkeet) 
Vaaleanpunainen/ burgundinpunainen 
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter 
(beeta-glukosidaasia tuottavat pesäkkeet) 
Vihreä/sininen tai ruskeanvihreä 
Proteeae (Proteus, Providencia, Morganella) 
(deaminaasi-entsyymiä ilmentävät kannat) 
Tumman- tai vaaleanruskea 
 
ChromID ESBL -maljat soveltuvat erityisesti yleisemmin löydettävien Enterobacteriaceae-heimon 
lajien tunnistukseen. Ne ovat helppolukuisia, ja ESBL-kannat ovat hyvin löydettävissä muiden 
bakteerien joukosta maljan värireaktioon perustuvan tunnistuksen vuoksi. Maljat vähentävät 
huomattavasti turhien varmistustestien tekoa sekä estävät gram-positiivisten bakteerien ja hiivo-
jen kasvua. (BioMériux, ChromID ESBL, hakupäivä 6.9.2011.) 
 
4.3  BD Drigalski Lactose Agar with Ceftazidime 
 
BD Driglaski Lactose Agar with Ceftazidime -maljan (lot 256525) selektiivisenä antibioottina toimii 
keftatsidiimi. Maljalla tapahtuvat värireaktiot perustuvat bakteerin laktoosin käyttöön. Bakteeri ha-
jottaa maljan sisältämän laktoosin happamiksi aineenvaihduntatuotteiksi, ja nämä aineenvaihdun-
tatuotteet muuttavat pH-indikaattorin värin pesäkkeen ympärillä keltaiseksi (Carlson & Koskela 
2003, 29–33). 
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BD DRiglaski Lactose Agar with Ceftazidime -maljat ovat valmismaljoja tullessaan laboratorioon. 
Oheisessa taulukossa on valmistajan ohjeesta löytyvä kuvaus maljoissa käytetyistä ainesosista 
(taulukko 4). (BD, Drigalski Lactose Agar with Ceftazidime, hakupäivä 6.9.2011.) 
 
 
TAULUKKO 4. BD Driglaski Lactose Agar with Ceftazidime -maljassa käytettävät ainesosat (BD, 
Drigalski Lactose Agar with Ceftazidime, hakupäivä 6.9.2011) 
  
Ainesosa määrä (g/l) 
Peptoni 15,0 
Lihauute 3,0 
Hiivauute 3,0 
Natriumdesoksylaatti 1,0 
Natriumtiosulfaatti 1,0 
Laktoosi 15,0 
Kristallivioletti 0,005 
Bromthymolin sininen 0,08 
Keftatsidiimi 0,004 
Agar 11,0 
 
Valmistajan mukaan maljalta pystytään tunnistamaan alustavasti enterobakteerit muista gram-
negatiivisista sauvabakteereista. Maljaa voidaan käyttää myös Salmonellan ja Shigellan tunnis-
tukseen ulostenäytteistä. BD valmistaa tutkimuksessa mukana olleen maljan lisäksi kefotaksiimi-
antibioottia sisältävää ESBL-kantojen tunnistukseen käytettävää maljaa. (BD, Drigalski Lactose 
Agar with Ceftazidime, hakupäivä 6.9.2011.) 
 
4.4 Oxoid Brilliance ESBL agar 
 
Oxoidin Brilliance ESBL -maljan (lot 1021842) valmistuksessa käytettävän antibioottiseoksen se-
lektiivinen antibiootti on kefpodoksiimi. Maljat ovat kromogeenisia, eli eri bakteerit erottuvat niissä 
eri väreillä (taulukko 5). Vallitsevien ESBL-entsyymiä tuottavien bakteerien erotukseen maljalla on 
käytetty kahta kromogeeniä. KESC-ryhmään (Klebsiella, Enterobacter, Serratia ja Citrobacter) 
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kuuluvat bakteerit kasvavat maljalla vihreinä pesäkkeinä. E. colit pystyvät tuottamaan beeta-
galaktosidaasia ja beeta-glukoronidaasia, jolloin ne kasvavat maljoilla sinisinä. E. colit, jotka eivät 
tuota beeta-galaktosidaasia, kasvavat maljoilla pinkkinä.  Proteus-, Morganella- ja Providencia-
lajit eivät käytä kumpaakaan kromogeenia. Nämä lajit pystyvät poistamaan tryptofaanin amino-
ryhmän, jolloin maljalla kasvavat pesäkkeet ovat vaaleita ja niitä ympyröi ruskea halo. (Oxoid, 
Brilliance ESBL Agar, hakupäivä 6.9.2011.) 
 
 
TAULUKKO 5. Oxoidin Brilliance ESBL -maljalla tapahtuvat värireaktiot (Oxoid, Brilliance ESBL 
Agar, hakupäivä 6.9.2011) 
 
Bakteeri Väri 
Escherichia coli  Sininen tai vaaleanpunainen 
Klebsiella, Enterobacter, Serratia ja Citrobacter Vihreä 
Proteus, Morganella, Providencia Ruskea halo 
Salmonella, Acinetobacter ja muut Väritön 
 
 
TAULUKKO 6. Oxoidin Brilliance ESBL -maljassa käytettävät ainesosat (Oxoid, Brilliance ESBL 
Agar, hakupäivä 6.9.2011) 
 
Ainesosa määrä (g/l) 
Peptoni 12,0 
Natriumkloridi 5,0 
Fosfaatti puskuri 4,0 
Kromogeeninen sekoitus 4,0 
Antibioottiyhdistelmä 0,28 
Agar 15,0 
 
Maljalla selektiivisenä antibioottina käytettävän kefpodoksiimin on todettu olevan hyvä ESBL-
kantojen tunnistaja, koska se ja muut maljalla käytettävät aineet estävät useimpien muiden bak-
teerien kasvun (taulukko 6). Bakteerien värireaktiot maljalla helpottavat jatkotutkimusten tekoa ja 
nopeuttavat tulosten saamista. (Oxoid, Brilliance ESBL Agar, hakupäivä 6.9.2011.) Valmistajan 
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mukaan maljojen ainesosat estävät hyvin AmpC-resistenssimekanismia käyttävien kantojen kas-
vun, mutta tunnistavat kuitenkin hyvin ESBL-entsyymiä tuottavat Enterobacteriaceae-kannat. 
(Oxoid HAI, Brilliance ESBL agar, hakupäivä 6.9.2011.) 
 
4.5 CHROMagar Orientation ESBL  
 
CHROMagar Orientation ESBL -malja valmistetaan laboratoriossa valmistajalta saatavan ohjeen 
mukaan (taulukko 7). Maljat ovat kromogeenisia (taulukko 8). CHROMagar Orientation ESBL -
malja inhiboi useimpien muiden kuin ESBL-kantojen kasvun, mukaan lukien ampC-kannat. 
AmpCresistenssi voi aiheuttaa vääriä positiivisia tuloksia ESBL-maljoja tulkittaessa, ja siksi on 
tärkeää, että malja inhiboi näiden kantojen kasvua. (CHROMagar, Orientation ESBL, hakupäivä 
6.9.2011.)  
 
 
TAULUKKO 7. CHROMagar Orientation ESBL-maljassa käytettävät ainesosat (CHROMagar, 
Orientation ESBL, hakupäivä 6.9.2011) 
       
 Ainesosa määrä (g/l) 
Jauhe pohja (lot 603) 
(CHROMagar Orientation) 
Agar 15,0 
Peptoni 17,0 
Kromogeeninen sekoitus 1,0 
CHROMagar ESBL -
suplementti (lot 381) 
 
Selektiivinen sekoitus 0,57 
 
TAULUKKO 8. CHROMagar Orientation ESBL -maljalla tapahtuvat värireaktiot (CHROMagar, 
Orientation ESBL, hakupäivä 6.9.2011) 
 
Bakteeri Väri 
Escherichia coli Tumma vaaleanpunainen tai punertava 
Klebsiella, Enterobacter ja Citrobacter Metallisen sininen 
Proteus Ruskea halo 
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CHROMagar ESBL -suplementti sisältää C3G-perheeseen kuuluvia antibiootteja. Näiden antibi-
oottien avulla maljalla pitäisi kasvaa vain sellaiset gram-negatiiviset sauvat, joiden herkkyys ky-
seisille antibiooteille on alentunut.  Valmistajan mukaan maljan selektiivisyys säästää aikaa, ja 
pesäkkeet on helppo tunnistaa maljalta. CHROMagar ESBL -suplementti säilyy yli 12 kuukautta, 
joten sitä voi varastoida suurempia määriä seulontojen varalle. (CHROMagar, Orientation ESBL, 
hakupäivä 6.9.2011.) 
 
4.6 Selektiivinen CLED-malja 
 
Lapin keskussairaalan elatusaineyksikkö valmistaa ESBL-viljelyyn tarkoitetut selektiiviset CLED-
maljat (cystinelactose-electrolyte-deficient)  (taulukko 9). Maljalla tapahtuvat reaktiot perustuvat 
BD Driglaski Lactose Agar with Ceftazidime -maljan tavoin bakteerin laktoosin käyttöön. Selektii-
visenä antibioottina maljalla käytetään kefotaksiimia (LSHP, Mikrobiologian laboratorion työohje, 
ESBL-malja). Selektiivisen CLED-maljan antibioottien tarkoituksena on hillitä maljalla kasvavien 
bakteerien määrää, jotta maljalta pystyttäisiin erottamaan halutut bakteerit.  
 
 
TAULUKKO 9. Selektiivisen CLED-maljassa käytettävät ainesosat ja niiden määrät (LSHP, Mik-
robiologian laboratorion työohje, ESBL-malja) 
 
Ainesosa määrä (g/l) 
Brolacin agar (Bromothymol-blue Lactose Cys-
tine Agar) 
33 g 
Kefotaksiimiliuos (2 mg/ml) 1,0 ml 
Vankomysiinikantaliuos (7,5 mg/ml) 1,0 ml 
 
Maljan valmistuksessa käytettävä Brolacin agar sisältää suuren määrän erilaisia bakteerien ravin-
toaineita, kuten peptonia, hiivauutetta, lihauutetta sekä L-kystiiniä. Brolacin agar sisältää bromit-
hymoli sinistä, joka toimii maljalla pH-indikaattorina erottaen laktoosia käyttävät bakteerit ei-
laktoosia käyttävistä. Laktoosia fermentoivat bakteerit alentavat maljan pH:ta ja erottuvat keltaisi-
na pesäkkeinä. (CLED-agar (Brolacin agar), hakupäivä 9.10.2011.) 
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5 TUTKIMUSASETELMA 
 
 
5.1 Tutkimuksen tarkoitus ja tutkimusongelmat 
 
Tutkimuksen tarkoituksena on selvittää, mikä viidestä vertailtavasta ESBL-kannan tunnistukseen 
tarkoitetusta maljasta soveltuu parhaiten Lapin keskussairaalan mikrobiologian laboratorion käyt-
töön. Tutkimuksen avulla selvitetään maljojen selektiivisyyttä ja vertaillaan maljojen tehokkuutta 
ESBL-kantojen tunnistuksessa sekä varmistustestien toimivuutta suoraan maljoilta ja puhdasvil-
jelmistä. Opinnäytetyön tavoitteena on tuottaa sellaista tietoa, jota Lapin keskussairaalan mikro-
biologian laboratorio voi hyödyntää päättäessään kaupallisten maljojen käyttöönotosta.  
 
Opinnäytetyön raportin tarkoituksena on vastata asetettuihin tutkimusongelmiin. Oman työni tut-
kimusongelmat ovat: 
 
1. Millä vertailtavista maljoista ESBL-kannat ovat parhaiten löydettävissä? 
 
2. Millaisia eroja ESBL-kantojen kasvussa on erilaisilla kaupallisilla ESBL-maljoilla ja selek-
tiivisellä CLED-maljalla? 
 
3.  Kuinka hyvin ESBL-varmistustestit toimivat suoraan kaupallisilta ESBL-maljoilta? 
 
5.2 Aikaisemmat tutkimukset 
 
Ensimmäinen laajakirjoisille kefalosporiineille resistenssi Klebsiella-kanta löydettiin Saksassa 
1980-luvun alussa. Resistenssin aiheuttajaksi osoittautui beetalaktamaasi, joka oli mutatoitunut 
kannalle ominaisesta SHV-beetalaktamaasista. Ensimmäisen kannan löytymisen jälkeen laajakir-
joista beetalaktamaasia tuottavia bakteerikantoja löydettiin myös muilta enterobakteereilta. (Nis-
sinen 2011, 113.) ESBL-kannat ovat siis melko tuore löydös, ja niitä on tutkittu paljon ympäri 
maailmaa. Erityisen paljon tutkimuksia löytyy molekyylibiologian saralta sekä beetalakta-
maasientsyymin toimintamekanismeista. ESBL-kantojen diagnotiikassa käytettävien selektiivisiä 
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maljoja tuotetaan jauheina, nesteinä ja valmismaljoina. Maljoja vertailevien tutkimuksien tarkoi-
tuksena on helpottaa ESBL-kantojen tunnistusta ja diagnostiikkaa laboratorioissa. 
 
ESBL-kantojen varhaista tunnistamista kliinisistä näytteistä on tutkittu Intiassa viljelemällä näyttei-
tä keftatsidiimiä sisältäville MacConkey-agarmaljoille (CMAC). CMAC-maljalla olevat laktoosia 
käyttävät bakteerit tunnistettiin ESBL-kannoiksi standardoiduilla menetelmillä. Tutkimuksessa tes-
tattiin bakteerikannan herkkyys kefotaksiimille ja keftatsidiimille sekä niiden klavulaanihappokom-
binaatiolle. Testaus tehtiin myös ilman klavulaanihappokombinaatioita. (Biswas & Kelkar 2008, 
hakupäivä 29.3.2011.) 
 
Teho-osastolta tulleet 374 näytettä viljeltiin CMAC-maljoille. Maljoilla kasvoi 128 kantaa, joista 50 
oli laktoosia käyttäviä kantoja. Kannoista 31 tunnistettiin E. coliksi ja 19 K. pneumoniaeksi. Kaikki 
50 laktoosia käyttävää kantaa varmistettiin ESBL-entsyymin tuottajiksi. Tutkimuksen tuloksien 
mukaan CMAC-maljat helpottavat ESBL-kantojen varhaista tunnistamista ja nopeuttavat potilaan 
hoidon aloittamista. (Biswas & Kelkar 2008, hakupäivä 29.3.2011.) 
 
Isossa-Britanniassa tehdyssä tutkimuksessa vertailtiin kahta eri elatusainemaljaa: MacConkey 
agar -maljaa, johon lisättiin 38mg/l keftatsidiimiä ja 4 mg/l vankomysiinia (CTX/VA), sekä Mac-
Conkey-maljaa, johon lisättiin 16 mg/l kefotaksiimiä ja 4 mg/l vankomysiinia (CAZ/VA). Maljoille 
viljeltiin virtsanäytteitä hajotustekniikalla. Selektiivisillä maljoilla kasvavat bakteerit tunnistettiin ja 
niistä etsittiin ESBL:ää sekä AmpC-beetalaktamaasia. ESBL-entsyymiä tuottavat kannat tunnis-
tettiin kaksoiskiekkotestillä. Kefoksitiinille herkät kannat testattiin AmpC-kasettitestillä. Seulonta-
menetelmän tuloksia verrattiin laboratorion virtsanäytteiden rutiinikäsittelyyn. (James, Bendle, 
Carbarns & Salmon 2007, hakupäivä 29.3.2011.) 
 
Laktoosia käyttävistä kannoista 107 kasvoi selektiivisellä alustalla. Kannoista 103 tuotti joko 
ESBL-entsyymiä (88%) tai AmpC-beetalaktamaasia (8%). Laktoosinegatiivisista kannoista 24 
kasvoi selektiivisillä maljoilla. Näistä kannoista 20 kantaa (83%) oli oksidaasipositiivisia Pseudo-
monas sp.- tai Stenotrophomonas spp. -kantoja. Jäljelle jääneistä neljästä laktoosinegatiivisesta 
kannasta yksi oli ESBL-entsyymin tuottaja ja yksi AmpC-beetalaktamaasin tuottaja. TuCTX/VA-
maljan avulla tunnistettiin enemmän ESBL-kantoja kuin CAZ/VA-maljalla, mutta tulosten eroavai-
suus ei ollut tilastollisesti merkittävä. Virtsan rutiinikäsittelyssä ESBL-kannoista 21 (22%) jäi tun-
nistamatta. (James, Bendle, Carbarns & Salmon 2007, hakupäivä 29.3.2011.) 
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6 TUTKIMUKSEN SUORITUS 
 
 
Aloitin tutkimuksen perehtymällä laajakirjoista beetalaktamaasia tuottaviin bakteereihin sekä 
ESBL-entsyymin toimintaan. Perehtyminen tapahtui valmistavan seminaarin muodossa ja antoi 
pohjaa itse tutkimuksen tekoa varten. Tutkimuksen tekoon oli varattu kaksi viikkoa aikaa, ja se 
tapahtui Lapin keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa. Laboratorio kustansi työhön käyte-
tyt välineet sekä tutkittavat maljat.  Kontrolli- ja referenssikannat (taulukko 10, taulukko 11) olivat 
keskussairaalassa säilytettäviä kantoja, ja tutkimuksessa käytetyt potilasnäytteet olivat keskussai-
raalaan tulevia seulontanäytteitä. 
 
 
TAULUKKO 10. Tutkimuksessa käytettävät     TAULUKKO 11. Tutkimuksessa käytettävät ATCC- 
ESBL-kannat (Joanna Peltola)    kannat (Joanna Peltola) 
 
Kanta n:o Tunnistus ESBL-
tyyppi 
08v01610 
 
E. coli CTX-M-15 
07v01502 
 
Kl. 
pneumoniae 
SHV-3 
07v07125 
 
E. coli CTX-M-14 
10v08525 
 
E. coli CTX-M-15 
10v00557 
 
E. coli CTX-M-14 
10v02605 
 
E. coli CTX-M-15 
09u04090 
 
E. coli CTX-M 
09u05075 E. coli CTX-M 
Kanta n:o Tunnistus ESBL-tyyppi 
ATCC 25922 E. coli - 
ATCC 27736 Kl. pneumoniae - 
ATCC 29212 E. faecalis - 
ATCC 25923 S. aureus - 
ATCC 43300 S. aureus - 
ATCC 27853 Ps. aeruginosa - 
ATCC 12453 P. mirabilis - 
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Yksityisyyden suojaamiseksi potilasnäytteitä käsiteltiin koko tutkimusprosessin ajan tutkimusnu-
meroilla. Potilasnäytteet olivat laadultaan joko virtsaa, ulostetta tai haavaeritettä ja tulivat niille 
tarkoitetuissa säilytyspurkeissa, -putkissa tai Transpoculteissa. Näyteastiat sisälsivät biologista 
jätettä ja potilaiden henkilötietoja, joten ne hävitettiin asianmukaisesti sen jälkeen, kun näytettä 
sisältävän bakteerit oli tunnistettu. Asiantuntijana ja maljojen luvussa apuna toimi sairaalamikro-
biologi Joanna Peltola. 
 
6.1 ESBL-maljojen viljely 
 
Maljojen viljely oli tarkoitus aloittaa maanantaina neljäs päivä huhtikuuta, mutta kaikkien valmista-
jien maljat eivät olleet silloin vielä saapuneet. Jo saapuneet maljat ja iltapäiväpostissa tulleet poti-
lasnäytteet numeroitiin valmiiksi seuraavan päivän viljelyä varten. 
 
Seulontanäytteitä saapui ensimmäisellä viikolla 23 kappaletta, joista 12 oli ulostenäytteitä ja 11 
virtsanäytteitä. Toisella viikolla näytteitä tuli 64, joista 25 oli ulostenäytteitä, 29 virtsanäytteitä se-
kä 10 haavaeritenäytteitä. ESBL-kontrollikantoja oli tutkimuksessa mukana kahdeksan ja refe-
renssikantoja (ATCC-kantoja) seitsemän. Yhteensä maljoja viljeltiin kontrolli- ja referenssikannat 
mukaan lukien 510. 
 
Jokainen näyte viljeltiin suoraan purkista, putkesta tai Transpocultista viidelle vertailtavalle maljal-
le kolmikenttähajotustekniikalla steriiliä viljelysauvaa käyttäen. Näytteet viljeltiin vetokaapissa 
kontaminaatioriskin pienentämiseksi ja maljalle viljeltävät näytemäärät pyrittiin pitämään silmä-
määräisesti vakioina. Maljoja kasvatettiin lämpökaapissa ohjeen mukaisesti 18–24 tuntia. Tilan 
puutteen ja näytteiden suuren määrän vuoksi osa näytteistä jouduttiin kasvattamaan lämpöhuo-
neessa. 
 
6.2 ESBL-maljojen tulkinta ja jatkotutkimusten teko 
 
Maljojen lukeminen tapahtui viljelyn jälkeisenä päivänä yhdessä sairaalamikrobiologi Joanna Pel-
tolan kanssa. Tarkastelimme maljoilta bakteerikasvun määrää ja pesäkemorfologiaa. Vertasimme 
kromogeenisilta maljoilta bakteeripesäkkeiden värejä valmistajien esitteissä ilmoittamiin väreihin. 
Samojen bakteerien väreissä oli jonkin verran eroja saman valmistajan maljojen kesken, mikä 
vaikeutti bakteerien tunnistamista ja johti toisinaan turhien jatkotutkimuksien tekoon (taulukko 12). 
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Maljoilta pyrittiin tunnistamaan kaikki bakteerit, jotta pystyttäisiin vertailemaan maljojen selektiivi-
syyttä (kuvio 2). Oksidaasitestin avulla pystyttiin sulkemaan pois Pseudomonas sp. Oksi-
daasinegatiiviset bakteerit tunnistettiin mikroskopoinnilla ja tehtiin jatkotunnistustestejä, jos bak-
teeri osoittautui gram-negatiiviseksi sauvaksi.  Hiivaepäilyt, muut kuin Pseudomonakset ja ESBL-
epäilyt, tunnistettiin alustavasti mikroskopoinnilla. Gram-negatiivisista sauvoista tehtiin API20E-
testi sekä kaksoiskiekkotesti sen varalta, että bakteeri osoittautuisi API20E-testissä mahdolliseksi 
ESBL-kannaksi (Klebsiella, E. coli ym.). ESBL-epäilyistä tehtävät jatkotutkimukset on merkitty ku-
vioon punaisella. 
 
Toisen päivän kasvatuksen jälkeen maljat luettiin uudelleen ja tehtiin tunnistustestejä, jos maljoilla 
ilmeni uutta kasvua. Maljoja lukiessa varmistettiin Vitek2-analysaattoria varten tehtyjen laimen-
nosten perämaljojen (puhdasviljelmien) puhtaus. Negatiiviset maljat hävitettiin alkuperäisten poti-
lasnäytteiden kanssa. 
 
6.3 Varmistustestien teko 
 
Silmämääräisen tarkastelun jälkeen mahdollisista ESBL-positiivisista kannoista määritettiin herk-
kyys Vitek2-analysaattorilla sekä kaksoiskiekkotestillä. Nimitunnistus tehtiin osasta ESBL-
epäilyistä API20E-testillä, koska Vitek2-analysaattorin kapasiteetti on rajallinen, ja analysaattorilla 
määritettiin tutkimusnäytteiden lisäksi laboratorioon tulevia potilasnäytteitä.  
 
ESBL-positiivisten näytteiden puhdasviljelmistä tehtiin uusi tunnistus Vitek2-analysaattorilla ja 
kaksoiskiekkotestillä. Toiminnan tarkoituksena oli vertailla, toimivatko varmistustestit yhtä hyvin 
ESBL-maljoilta ja puhdasviljelmistä.  Kummankin viikon näytteiden käsittelyn päätteeksi Vitek2-
analysaattorin ja kaksoiskiekkotestien tulokset käytiin läpi. Tulokset kirjattiin tulostenkeruukaa-
vakkeelle (liite 3). Kasvun määrä merkittiin kaavakkeelle +/++ tai +++. Lisäksi kaavakkeelle mer-
kittiin bakteerin nimi sekä varmistustestien tulokset, mikäli varmistustestejä oli tehty. 
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KUVIO 2. Potilasnäytteiden tutkiminen 
Maljojen tarkastelu 
(pesäkemorfologia, kasvun 
määrä, haju) 
 
ESBL-kanta-
epäily  Pseudomonas-
epäily 
Muu bakteeri 
Oksidaasitesti 
Oksidaasi - Oksidaasi 
+ 
Api20E 
Muu 
Kaksoiskiek-
kotesti 
Vitek-
tunnistus 
Herk-
kyys 
Nimi 
ESBL 
+ 
ESBL 
- 
Uudet varmistustestit puhdasvil-
jelmästä 
E. coli, 
Klebsiella 
yms. 
Mikrosko-
pointi 
Pseudo-
monas sp. 
Hiiva 
gram + 
kokki 
gram - 
kokki 
gram + 
sauva 
gram - 
sauva 
E. coli, 
Klebsiella 
yms. 
Muu 
Maljojen viljely 
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7 AINEISTON KÄSITTELY JA TUTKIMUKSEN TULOKSET 
 
 
Tutkimuksesta saatavan aineiston määrä oli suuri, joten sitä käsiteltiin SPSS-tilasto-ohjelmalla. 
SPSS Statistics 17.0 -tilastoanalyysiohjelman käyttöön päädyttiin käsiteltäessä eri bakteerien 
kasvua maljoilla. Tilasto-ohjelmalla tehty kuvio kuvaa ESBL-maljojen selektiivisyyttä (kuvio 3). Tu-
lokset positiivista ESBL-kannoista maljoilla ja varmistustestien tulokset on esitetty Microsoft Office 
Exel 2007 -ohjelmalla tehdyillä taulukoilla tulosten samankaltaisuuden vuoksi. Aineistoa käsitel-
lään taulukoiden ja kuvioiden lisäksi sanallisella arvioinnilla. 
 
Kerätty aineisto syötettiin SPSS Staticstics 17.0 -tilastoanalyysiohjelmaan siten, että jokaisen 
näytenumeron kohdalle merkittiin viljellyt maljat sekä määritettiin maljoilla kasvavat bakteerit, 
kasvun määrä, näytteen laatu sekä varmistustestien toimivuus suoraan maljoilta ja puhdasviljel-
mistä. Tulokset esitettiin frekvensseinä ja prosentteina ja havainnollistettiin kaaviona, jossa kuvat-
tiin vertailtavilla maljoilla kasvavia bakteereja. Microsoft Office Excel 2007 -ohjelmalla tehdyissä 
kaavioissa laskettiin, kuinka monta prosenttia varmistustesteistä toimi suoraan selektiivisiltä mal-
joilta ja puhdasviljelmistä milläkin vertailtavista maljoista. Tuloksista tehtiin taulukko, joka muutet-
tiin tilasto-ohjelman avulla varmistustestien toimivuutta ilmentäviksi kuvaajiksi.  
 
7.1 Bakteerikasvu ja pesäkemorfologia selektiivisillä maljoilla 
 
Laajakirjoista beetalaktamaasia tuottavien bakteerikantojen kasvatusmaljat on pyritty valmista-
maan mahdollisimman selektiivisiksi käyttämällä maljoissa antibioottiyhdistelmiä. Antibioottien 
tarkoituksena on estää ei toivottujen bakteerien kasvu maljalla, jotta ESBL-positiivisten bakteeri-
kantojen tunnistus olisi helpompaa. 
 
Tutkittavat näytteet olivat ulostetta, virtsaa ja haavaeritettä. Tutkimusta tehdessä voitiin vertailla 
ESBL-positiivisten kantojen kasvun ja varmistustestien toimivuuden lisäksi myös sitä, miten näyt-
teen laatu vaikuttaa bakteerien kasvuun. Tutkimuksessa oli mukana potilasnäytteiden lisäksi 
kontrolli- ja referenssikantoja, jotka siirrostettiin suoraan kasvatusmaljoilta tutkittaville maljoille. 
Tutkimuksessa huomattiin, että kontrollikantojen lisäksi jokainen ATCC-kanta kasvoi melkein jo-
kaisella selektiivisellä maljalla. ATCC-kannat eivät tuota ESBL-entsyymiä, joten selektiivisiin mal-
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joihin lisättyjen antibioottien tulisi estää niiden kasvu. Referenssikantojen kasvun pääteltiin johtu-
van liian suuresta bakteeripitoisuudesta siirrostusvaiheessa. 
 
Tutkimustulosten perusteella kaikki ESBL-kannat kasvoivat maljoilla odotetun värisinä. Potilas-
näytteissä esiintyi vain E. coli ESBL-kantoja. ESBL-positiivisten E. colien kasvussa voi valmistaji-
en mukaan olla värieroja samojen maljojen kesken. Oxoid Brilliance ESBL -maljalla ESBL-
positiiviset E. coli -kannat voivat kasvaa joko sinisenä tai punaisena (taulukko 5). BioMériuxin 
ChromID ESBL -maljalla laajakirjoista beetalaktamaasia tuottavat ESBL-kannat kasvavat vaa-
leanpunaisena tai burgundinpunaisena (taulukko 3) ja CHROMagarin Orientation ESBL -maljalla 
tumman vaaleanpunaisena tai punertavana (taulukko 8). 
 
 
TAULUKKO 12.  Potilasnäytteistä löydettyjen ESBL-positiivisten E. coli -kantojen värireaktiot se-
lektiivisillä maljoilla 
 
 BioMérieux LKS BD CHROMagar Oxoid 
b651 
(uloste) 
Vaalean- 
punainen 
Keltainen Ei kasvua Tumma 
vaaleanpunainen 
Sininen 
b759 
(uloste) 
Hailakan- 
vaaleanpunainen 
Keltainen Keltainen Hailakan- 
vaaleanpunainen 
Hailakan- 
sininen 
b762 
(uloste) 
Vaalean-
punainen 
Keltainen Keltainen Tumma  
vaaleanpunainen 
Sininen 
b789 
(virtsa) 
Vaalean-
punainen 
Keltainen Keltainen Tumma 
vaaleanpunainen 
Sininen 
b798 
(virtsa) 
Vaalean-
punainen 
Keltainen Keltainen Tumma  
vaaleanpunainen 
Sininen 
 
Potilasnäytteistä löydetyt ESBL-positiiviset E. coli -kannat kasvoivat kromogeenisilla maljoilla 
odotetun värisinä, joten alustava tunnistus oli helppo tehdä (taulukko 12). BD Driglaski Lactose 
Agar with Ceftazidime -maljalla ja selektiivisellä CLED -maljalla bakteerin tunnistus perustuu kan-
nan laktoosinkäyttöön. Kaikki potilasnäytteistä löydetyt E. coli -kannat olivat laktoosipositiivisia ja 
kasvoivat maljoilla keltaisina (taulukko 12). Yhden E. coli -kannan (näyte b759) aiheuttamat väri-
reaktiot olivat kaikilla kromogeenisillä maljoilla hailakoita. Kanta kasvoi yhtä runsaana jokaisella 
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maljalla ja se oli helppo tunnistaa värireaktioiden hailakkuudesta huolimatta. Maljojen alustavassa 
tarkastelussa tulee kiinnittää huomiota myös bakteerin pesäkemorfologiaan ja hajuun, eikä tun-
nistusta tule tehdä pelkästään värireaktioiden perusteella. 
 
Maljojen valmistajat ovat esitteissään määritelleet, minkä värisinä eri bakteerikannat maljoilla 
kasvavat. Tutkimusta tehtäessä bakteerien tunnistus onnistui pääsääntöisesti esitteissä ilmoitet-
tujen värien perusteella, mutta muutamassa tapauksessa pesäkkeiden väri ei vastannut varmis-
tustestien perusteella saatua nimeä tai bakteeria voitiin luulla värin perusteella ESBL-kannaksi. 
Harhaanjohtavien värireaktioiden lisäksi kromogeenisillä maljoilla esiintyi värien hailakkuutta (tau-
lukko 13). Taulukossa esiintyvät prosenttiluvut kuvaavat API20E-testin tunnistusprosenttia. 
 
 
TAULUKKO 13. Bakteerien värireaktioita kromogeenisilla maljoilla 
 
Malja Bakteeri Näyte Näytteen laatu Väri 
BioMériuex 
 
Citrobacter freundii 
(99,1%) 
b765 uloste Hailakan-  
vaaleapunainen 
Citrobacter freundii  
(Vitek-tunnistus) 
b799 haavaerite Hailakan-  
vaaleanpunainen 
CHROMagar 
 
Citrobacter koseri  (99,8%) b752 uloste Sininen 
Citrobacter freundii 
(99,7%) 
b764 uloste Sininen 
Citrobacter freundii 
(99,1%) 
b765 uloste Sininen 
Serratia fonticola  
(99,3%) 
b775 uloste Sininen 
Citrobacter freundii  
(Vitek-tunnistus) 
b799 haavaerite Sininen 
Oxoid 
 
Citrobacter freundii 
(99,1%) 
b765 uloste Sininen 
Citrobacter freundii  
(Vitek-tunnistus) 
b799 haavaerite Sininen, violetti pohja 
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Tutkimuksessa kävi ilmi, että CHROMagarin Orientation ESBL -maljalla Citrobacter freundii, Cit-
robacter koserii sekä Serratia fonticola voivat kasvaa sinisinä pesäkkeinä. Citrobacter-kantojen 
tulisi ohjeen mukaan kasvaa maljalla vain silloin, kun kanta on ESBL-positiivinen. Citrobacter 
freundii kasvoi kahdella BioMériuex Chrom ID ESBL -maljalla hailakan vaaleanpunaisena. Esit-
teen mukaan vain ESBL-positiivisten kantojen pitäisi kasvaa maljalla ja ne kasvaisivat siinä sini-
vihreinä tai ruskeanvihreinä pesäkkeinä. Kahdella Oxoid Brilliance ESBL agar -maljalla Citrobac-
ter freundii kasvoi sinisinä pesäkkeinä. Esitteen mukaan maljalla kasvavat vain ESBL-positiiviset 
Citrobacter-kannat ja tällöinkin pesäkkeen värin tulisi olla vihreä. 
 
Pesäkkeiden värierot voivat vaikeuttaa bakteerien tunnistusta ja johtaa ylimääräisiin työvaiheisiin. 
Pesäkkeiden värit olivat pääpiirteissään hyvin paikkansapitäviä. Värien vääristymää tapahtui vain 
uloste- ja haavaeritenäytteissä. Tästä voidaan päätellä, että väreihin voivat vaikuttaa suuret näy-
te- ja bakteerimäärät viljeltäessä. 
 
7.2 Maljojen selektiivisyys 
 
Maljoilta löytyi ESBL-kantojen lisäksi useita muita bakteereja (kuvio 3). Eniten maljoilta löydettiin 
E. colia, Pseudomonasta, hiivaa ja Citrobacter freundiita. Tutkimalla eri bakteerien esiintyvyyttä 
maljoilla pystytään vertailemaan maljojen selektiivisyyttä. Mitä enemmän maljalla kasvaa muita 
kuin toivottua bakteerikantaa, sitä vaikeampaa on löytää halutut bakteerit. Sekakasvu vaikeuttaa 
bakteerien tunnistusta, koska runsas epätoivotun kasvun määrä hankaloittaa etsityn bakteerin 
siirrostamista puhtaana jatkotestejä varten. 
 
Tulosten perusteella Lapin keskussairaalan omalla selektiivisellä CLED-maljalla kasvoi kaikista 
eniten muita kuin haluttuja bakteerikantoja. Selektiiviseltä CLED-maljalta löydettiin yhteensä 90 
bakteeria, joista 13 oli ESBL-positiivisia kantoja. Epätoivottujen bakteerien suuren esiintyvyyden 
lisäksi yhdellä selektiivisellä CLED-maljalla kasvoi ESBL-negatiivinen E. coli -kanta, jonka muut 
maljat olivat liian selektiivisiä tunnistaakseen. Maljan bakteerikasvun määrä voi johtua maljan 
valmistuksessa käytettävän Brolacin agarin koostumuksesta. Brolacin agar sisältää paljon bak-
teerien kasvua edistäviä ravintoaineita, joiden vuoksi selektiivisellä CLED-maljalla käytettävien 
antibioottien vaikutus ei pysty rajoittamaan tarpeeksi tehokkaasti epätoivottujen bakteerien kas-
vua. 
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Seuraavaksi eniten bakteerikantoja löytyi BD Drigalski Lactose Agar with Ceftazidime -maljalta. 
Maljalla kasvoi 66 bakteeria, joista 12 oli ESBL-kantoja. Pseudomonas-kannat kasvoivat BD:n 
maljalla kaikista niukimmin. Pseudomonas kasvaa suurina pesäkkeinä ja peittää tämän vuoksi 
helposti alleen etsittyjä bakteereja. Vaikka maljalla kasvoivat vain kaikista resistenteimmät Pseu-
domonas-kannat, sillä esiintyi sellaisia bakteereja, joita ei muilta maljoilta löytynyt. Esimerkiksi 
Hafnia alvei ja Pantoea ssp. Kokkikasvua BD-maljalta löytyi enemmän kuin muilta maljoilta ja hii-
vakasvua toiseksi eniten. Yksi potilasnäytteessä ollut ESBL-kanta ei löytynyt BD-maljalta ollen-
kaan. Tämä tulos heikentää BD-maljan luotettavuutta ESBL-kantojen tunnistuksessa. Tulosten 
perusteella voisi sanoa, että BD-malja on liiankin selektiivinen ESBL-kantojen tunnistukseen. 
 
BioMériuexin chromID ESBL -maljan, Oxoidin Brilliance ESBL agar -maljan sekä CHROMagarin 
Orientation ESBL -maljan välillä ei ollut suuria eroja bakteerien kasvussa . BioMériuexin maljoilta 
löytyi 49 bakteeria ja Oxoidin ja Orientatioinin maljoilta kummaltakin 46 bakteeria. Kovin suuria 
eroja eri bakteerien prosentuaalisessa määrässä ei näillä kolmella maljalla ollut. Merkittävin ero 
oli Pseudomonas-kantojen kasvussa.  Otantaan nähden nämä erot eivät kuitenkaan ole kovin 
huomattavia. Eniten näistä kolmesta maljasta Pseudomonasta löytyi Oxoidin Brilliance ESBL 
agar -maljalta. Kahdelta muulta kromogeenisella maljalta löytyi sellaisia epätoivottuja bakteereja, 
joita ei Oxoidin maljalta löytynyt.  
 
Maljojen selektiivisyydellä on suuri merkitys varmistustestien luotettavuuteen. Jos maljoilla kas-
vaa useampia bakteereja, ESBL-kannan löytäminen on vaikeampaa kuin selektiivisemmältä mal-
jalta. Kuten tutkimuksessa kävi ilmi, malja voi olla myös liian selektiivinen, jolloin etsitty kanta ei 
kasva siinä ollenkaan. 
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KUVIO 3. Bakteerikasvu maljoilla 
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7.3 Laajakirjoista beetalaktamaasia tuottavien bakteerikantojen tunnistaminen 
 
Bakteeriviljelyssä taudinaiheuttaja tunnistetaan kahdessa vaiheessa. Nämä ovat alustava tunnis-
tus ja lajitunnistuksen varmistus/tarkennus biokemiallisia, serologisia tai geeniteknisiä keinoja 
käyttäen sekä näiden lisäksi herkkyysmääritysten teko (Nissinen 2008, 195). Tutkimuksessa alus-
tava tunnistus tehtiin pesäkkeiden värin, hajun ja muodon perusteella. Pesäkkeiden väriä verrat-
tiin maljojen valmistajien antamiin tunnistusohjeisiin ja hajun perusteella pystyttiin tunnistamaan 
esimerkiksi Pseudomonakset, joiden lopulliseen varmistukseen käytettiin oksidaasitestiä. Toises-
sa vaiheessa ESBL-positiivisiksi epäillyistä kannoista tehtiin lajitunnistus ja herkkyysmääritys Vi-
tek2-analysaattorilla sekä herkkyysmääritys kaksoiskiekkotestillä (kuvio 2). 
 
Positiivisia ESBL-kantoja tutkimuksessa oli 13, joista kahdeksan oli kontrollikantoja ja viisi poti-
lasnäytteitä. Kontrollikannat kasvoivat kaikilla maljoilla runsaana jo ensimmäisen vuorokauden 
jälkeen, eikä kasvun määrässä ollut eroja eri maljoilla. Potilasnäytteissä yksi ESBL-positiivinen 
kanta ei kasvanut BD-maljalla. Tätä lukuun ottamatta kaikki ESBL-kannat kasvoivat maljoilla yhtä 
hyvin.   
 
Tutkimuksen kannalta oli tärkeää, että kaikki maljoilla kasvavat bakteerit tunnistettiin vähintään 
gram-värjäyksen perusteella. Värjäyksen perusteella saatiin selville, onko bakteeri mahdollisesti 
gram-negatiivinen sauva. Muille kuin gram-negatiivisille sauvoille ei nähty tarpeelliseksi tehdä jat-
kotunnistusta, koska vain kyseiset bakteerit pystyvät tuottamaan laajakirjoista beetalaktamaasi- 
entsyymiä.  
 
7.4 Varmistustestien toimivuus 
 
Tutkimuksessa oli mukana yhteensä kolmetoista ESBL-positiivista kantaa, joista kahdeksan oli 
Lapin keskussairaalan mikrobiologian laboratorion säilytyksessä olevia positiivisia kantoja ja viisi 
tutkimuksen yhteydessä löydettyjä potilasnäytteissä olleita positiivisia kantoja. Tulosten perusteel-
la voidaan päätellä, että suoraan kaupallisilta ESBL-maljoilta tehdyt varmistustestit ovat yhtä luo-
tettavia kuin puhdasviljelmästä tehdyt (kuvio 4, kuvio 5). Varmistustestit toimivat yleensä huo-
nommin selektiivisiltä maljoilta, joten siksi tutkimuksessa oli tärkeää vertailla varmistustestien toi-
mivuutta suoraan selektiivisiltä maljoilta ja puhdasviljelmistä. 
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Varmistustestit toimivat kaikilta maljoilta yhtä kaksoiskiekkotestiä lukuun ottamatta yhtä hyvin.  
Suoraan selektiivisiltä maljoilta tehtyjen varmistustestien mukaan ESBL-kanta E.coli 09u04090 
(CTX-M) ei osoittautunut ESBL-positiiviseksi kannaksi (liite 1). Puhdasviljelmästä tehdyt varmis-
tustestit kuitenkin osoittivat kannan ESBL-positiiviseksi (liite 2).  E.coli 09u04090 (CTX-M) -kanta 
oli negatiivinen suoraan selektiivisiltä maljoilta tehtynä. Puhdasviljelmästä tehdyt varmistustestit 
tehtiin vasta toisella tutkimusviikolla uudelleen viljellystä kannasta, koska kaikki näytteet eivät 
mahtuneet ensimmäisellä viikolla Vitek2-analysaattorille. Liitteenä olevissa kaksoiskiekkotestien 
tuloksissa positiivisen ESBL-tuloksen antavat kannat on lihavoitu ja poikkeukselliset negatiiviset 
tulokset merkitty punaisella. 
 
Suoraan selektiiviseltä maljalta tehdyt negatiiviset tunnistustulokset johtuvat todennäköisesti bak-
teerissa olevan ESBL-entsyymiä koodaavan plasmidin inaktivoitumisesta (liite 1, liite 2, kuvio 4, 
kuvio 5). Testitulokset olivat samanlaisia jokaiselta maljalta, joten ilmiö ei liity maljojen luotetta-
vuuteen vaan kannan ominaisuuteen. Uudelleen puhdasviljelmästä tehtäviä varmistustestejä var-
ten viljellyssä kannassa oli ESBL-entsyymiä koodaava plasmidi, koska tulokset olivat tällä kertaa 
positiivisia. 
 
7.4.1 Vitek-määrityksen toimivuus 
 
Vitek2-analysaattori tarvitsee bakteerin nimen ja herkkyyden määrittämiseksi oikean pitoisuuden 
bakteerilaimennosta (0,50–0,63 McFarlandia). (David H. Pincus, bioMérieux, Inc., hakupäivä 
18.9.2011.) Laimennokseen tarvitaan gram-negatiivisilla bakteereilla keskimäärin kahdesta vii-
teen pesäkettä pesäkkeen koosta riippuen. Pesäkkeet pitää saada maljalta puhtaina, ja tämä 
helpottuu huomattavasti, jos maljat pystyvät inhiboimaan tarpeeksi hyvin epätoivottujen bakteeri-
en kasvua. 
 
 
Tutkimustulosten mukaan BioMériuxin chromID ESBL -maljalta, selektiiviseltä CLED-maljalta,  
Oxoidin Brilliance ESBL agar -majalta sekä CHROMagarin Orientation ESBL -maljalta pystyttiin 
tunnistamaan Vitek2-analysaattorilla suoraan noin 92 % ESBL-kannoista eli 12 kantaa (kuvio 4). 
Käytännössä suoraan näiltä maljoilta tehdyt Vitek2-määritykset olivat 100-prosenttisesti oikeita, 
koska yhden ESBL-kontrollikannan tunnistuksen epäonnistuminen johtui bakteerin ESBL-
entsyymiä koodaavan plasmidin katoamisesta.  
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KUVIO 4. Positiivisten Vitek-tuloksien prosentuaalinen jakauma ESBL-testissä (n=13) 
 
Tulosten perusteella BD Drigalski Lactose Agar with Ceftazidime -maljalta tehdyt Vitek-
määritykset onnistuivat 82-prosenttisesti (kuvio 4). Tulos johtui siitä, että kontrollikannan lisäksi 
yksi ESBL-positiivinen bakteeri ei kasvanut ollenkaan BD:n maljalla, joten varmistustutkimukset 
jäivät tämän bakteerin osalta kokonaan tekemättä. 
 
7.4.2 Kaksoiskiekkotestin toimivuus 
 
Kaksoiskiekkotestissä suspension vahvuus tulee olla luotettavan tuloksen takaamiseksi noin 0,50 
McFarlandia (Lapin keskussairaalan mikrobiologian laboratorion työ-ohje, ESBL-määritys, EU-
CAS, EUCAST disk diffusion method, hakupäivä 15.10.2011). Luotettavuuden kannalta on tärke-
ää, että bakteeri saadaan siirrostettua laimennokseen puhtaana, jotta muut bakteeripesäkkeet ei-
vät häiritse tulosten lukemista. 
 
Tutkimuksessa kävi ilmi, että mukaan BioMériuxin chromID ESBL -maljalta, Oxoidin Brilliance 
ESBL agar -majalta sekä CHROMagarin Orientation ESBL -maljalta suoraan tehdyt kaksoiskiek-
kotestit onnistuivat erittäin hyvin tunnistamaan positiiviset ESBL-kannat (kuvio 5). Käytännössä 
40 
 
tunnistukset onnistuivat kaksoiskiekkotestissäkin näiden maljojen osalta 100-prosenttisesti, koska 
kaksoiskiekkotestikään ei tunnistanut plasmidin kadottanutta kontrollikantaa. 
 
Lapin keskussairaalan selektiiviseltä CLED-maljalta E. coli ESBL 10v08525 -kannasta tehty kak-
soiskiekkotesti antoi negatiivisen tuloksen (kuvio 5). Kaikki kaupallisilta maljoilta tehdyt kaksois-
kiekkotestit osoittivat kannan ESBL-positiiviseksi, ja Vitek2-analysaattori antoi kaikilta maljoilta 
tehdyissä varmistuksissa positiivisen ESBL-tuloksen (kuvio 5). Selektiiviseltä CLED-maljalta ja 
BD:n maljalta tehdyt kaksoiskiekkotestit toimivat 84-prosenttisesti eli käytännössä 92-
prosenttisesti, jos plasmidin kadottanutta kontrollikantaa ei oteta huomioon. 
 
 
 
 
KUVIO 5. Positiivisten kaksoiskiekkotestien prosentuaalinen jakauma (n=13) 
 
Kaksoiskiekkotestin toimimattomuus suoraan selektiiviseltä CLED-maljalta vähentää maljan luo-
tettavuutta jatkotutkimusten teossa. Luotettavien tulosten saanti suoraan maljalta on tärkeää, 
koska se vähentää työmäärää sekä auttaa tulosten nopeampaa saamista. Mitä nopeammin vas-
taukset menevät lääkärille, sitä nopeammin eristystoimet ja potilaan hoito voidaan aloittaa ja väl-
tytään mahdollisilta uusilta tartunnoilta. Positiiviset ESBL-tulokset johtavat yleensä aina uusiin 
seulontoihin, ja potilaan tilaa seurataan niin kauan, että ESBL-viljelytulos on negatiivinen (LSHP, 
Moniresistenttibakteerit MRSA-, ESBL-, VRE- ja MRPA torjunta-, seulonta- ja näytteenotto-ohje, 
hakupäivä 5.10.2011). 
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8 TULOSTEN LUOTETTAVUUDEN JA EETTISYYDEN ARVIOINTI 
 
 
Tulosten luotettavuutta lisää perehtyminen tutkimukseen ja perehtyminen tutkittavaan asiaan en-
nen tutkimuksen aloittamista. Perehdyin opinnäytetyöni aiheeseen valmistavan seminaarin avulla 
sekä tutkimussuunnitelman teossa. Tutkimussuunnitelman teolla varmistettiin hyvä valmistautu-
minen käytännön työn tekoon ja aikataulussa pysyminen.  
 
Tutkimuksen luotettavuuteen liittyy keskeisenä käsitteenä mittarin luotettavuus. Oikeiden tutki-
mustulosten saamiseksi oli tärkeää, että tiedonkeruukaavakkeesta löytyi kaikki asiat, joita tarvi-
taan tulosten analysoinnissa. (Metsämuuronen, 2000, 18–22.) Tulostenkeruukaavakkeen laati 
sairaalamikrobiologi Joanna Peltola. Kaavakkeelle kerättiin siinä olevien kohtien lisäksi bakteeri-
kasvun poikkeavuudet, kuten valmistajien ohjeista poikkeavat bakteerikasvun värireaktiot. 
 
Tutkimuksessa mukana olleet näytteet viljeltiin hajotusviljelytekniikalla, ja näytemäärät olivat sil-
mämääräisiä. Viljeltävät näytemäärät saattavat vaikuttaa bakteerien kasvuun maljalla, mutta en 
kuitenkaan usko, että suspensioiden teko olisi vaikuttanut verraten merkittävästi bakteerien kas-
vuun ja määriin. Suspensioilla ja laimennussarjalla olisi voinut testata maljojen sensitiivisyyttä. 
Työssäni se ei ollut tarpeellista, koska pyrin selvittämään ESBL-maljojen toimivuutta jokapäiväi-
sessä laboratoriotyössä. 
 
Viljely ja ESBL-positiivisten näytteiden varmistustestit tehtiin vetokaapissa kontaminaatioiden vält-
tämiseksi. Vitek2-laitteella tehtyjen bakteerisuspensioiden pitoisuus varmistettiin Densitometrillä 
ja suspension puhtaus viljelemällä suspensiota kromogeenisille virtsamaljoille. 
 
Kontrolli- ja referenssikantojen avulla varmistettiin maljojen toimivuus ja luotettavuus. Osa refe-
renssikannoista kasvoi ESBL-maljoilla. Koska maljat viljeltiin suoraan verimaljalla olevasta kan-
nasta, saattoi kasvu johtua liian suuresta pitoisuudesta bakteeria siirrostettaessa. Referenssikan-
nat kasvoivatkin runsaimpina siirrostuskohdissa.  Suoritin jokaisen tutkimusvaiheen itse, joten kä-
denjäljellä ei ole vaikutusta tuloksiin. 
 
Maljojen tarkastelussa apuna toimi sairaalamikrobiologi Joanna Peltola. Yhteistoimin tehty tarkas-
telu takasi sen, että kaikki bakteerit saatiin tunnistettua tekemällä oikeat varmistustestit oikeista 
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bakteereista. Rutiini varmistustestien tekoon oli jo edellisen syksyn harjoittelusta ja vuoden 2010 
kesätöistä mikrobiologian laboratoriossa. 
 
Tutkimuksen luotettavuutta määrittää sen toistettavuus (Metsämuuronen, 2000, 18–22). Kaikki 
työvaiheet pyrittiin tutkimuksen aikana suorittamaan suunnitelman mukaan, jotta tulosten laatu ei 
kärsi.  
 
Tutkimussuunnitelma ei työssäni täysin toteutunut, koska en analysoinut tuloksia pelkästään 
SPSS Statistics 17.0 -tilastoanalyysiohjelman avulla. Tuloksia kerätessä kävi ilmi, ettei se ole tar-
peellista, koska tutkimustulokset olivat hyvin selkeitä ja yksiselitteisiä. Microsoft Office Excel 2007 
-ohjelmalla tehdyt kuvaajat ja taulukot ilmentävät selkeästi tutkimuksessa saatuja tuloksia. Ohjel-
milla tehdyt kaaviot ja kuvaajat lisäävät tulosten analysoinnin luotettavuutta ja toimivat sanallisen 
analyysin tukena. Opinnäytetyössä esitettyjen tulosten ja päätelmien oikeellisuuden on tarkistanut 
sairaalamikrobiologi Joanna Peltolalla. 
 
Suuri näytemäärä parantaa tulosten luotettavuutta. Toisaalta koko tutkimuksen suorittaminen yk-
sin vaikutti työn kuormittavuuteen ja tarkkuuteen työtä tehdessä. Tulosten esittämistä raportissa 
olisi voinut miettiä tarkemmin tutkimussuunnitelmaa laadittaessa. Tutkimus on kvantitatiivinen, ja 
saadut tulokset olivat monimuotoisia, mutta suhteellisen yksinkertaisia, joten niitä oli hankala kä-
sitellä pelkästään SPSS Statistics 17.0 -tilastoanalyysiohjelmalla. 
 
Tutkimuksen tekeminen sisältää lukuisien päätöksien tekemistä tutkimuksen aikana. Tutkimuk-
seen liittyviä eettisiä kysymyksiä ovat mm. tutkimuslupaan ja -aineistoon liittyvät asiat sekä tutki-
muksen raportointi. (Eskola & Suoranta 2001, 52.) Tutkimuslupa anottiin Lapin keskussairaalan 
johtavalta laboratorion tulosyksikön johtavalta ylilääkäriltä. Tutkimusluvan liitteeksi laitettiin tutki-
mussuunnitelma, jonka perusteella tutkimuksen hyväksymisestä päätettiin. Mikrobiologian labora-
torion kanssa tehtiin yhteistyösopimus, jossa määriteltiin työn valmistumisajankohta ja tekijänoi-
keuskysymykset.  
 
Tutkimusmateriaalina käytettiin potilaista tulevia seulontanäytteitä. Potilaiden nimet tai muut hen-
kilötiedot eivät tule ilmi tutkimuksessa ja näytteitä käsitellään laboratorion näytenumeroilla. Näyt-
teiden ja maljojen asianmukaisesta hävittämisestä huolehdittiin tutkimuksen suorittamisen jäl-
keen.  
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9 POHDINTA 
 
 
Tutkimukseni tarkoituksena oli vertailla laajakirjoista beetalaktamaasia tuottaville gram-
negatiivisille sauvoille tarkoitettuja selektiivisiä kasvatusmaljoja. Saatujen tulosten perusteella La-
pin keskussairaalan mikrobiologian laboratorio päättää uuden maljan käyttöönotosta tai pysymi-
sestä tällä hetkellä käytössä olevassa maljassa. Tutkimustulosten perusteella voidaan päätellä, 
että mikrobiologian laboratorion kannattaa vaihtaa nykyään käytössä oleva selektiivinen CLED-
malja johonkin kaupallisesti tuotetuista maljoista. 
 
Tähän mennessä ESBL-kannat on löydetty suhteellisen hyvin elatusaineyksikössä tehtäviltä se-
lektiivisiltä CLED-maljoilta, mutta näiden maljojen vaikeutena on niiden epäselektiivisyys muita 
kuin ESBL-kantoja kohtaan. LKS:n omalla maljalla kasvaa tutkimuksen mukaan kaikista eniten 
muita kuin laajakirjoista beetalaktamaasia tuottavia sauvoja, joten muut bakteerit saattavat hel-
posti peittää etsityn bakteerin alleen ja puhdasviljelmien teko viivästyttää tuloksen saamista. 
 
Kromogeenisen maljan käyttöönotto voi helpottaa ESBL-diagnostiikkaa, koska tutkimuksessa 
mukana olleilla maljoilla kasvoi LKS:n omaa maljaa vähemmän muita kuin ESBL-kantoja. Kaikki 
tutkimuksessa olleet positiiviset ESBL-kannat löytyivät kromogeenisilta maljoilta, joten kromo-
geeniset maljat ovat tässä suhteessa vähintään yhtä luotettavia kuin keskussairaalan oma malja.  
 
Varsinkin ulosteviljelyssä maljoilla kasvaa usein paljon muita kuin etsittyä bakteeria, ja tällöin pe-
säkkeiden värierot helpottavat oikean bakteerin löytymistä. Virtsa ja märkänäytteitä viljeltäessä 
maljoilla kasvoi pääasiassa vain ESBL-kantoja, ja ne pystyttiin erottamaan helposti myös baktee-
rin laktoosinkäyttöön perustuvilta maljoilta.  
 
Kromogeenisten maljojen värireaktiot eivät ole täysin luotettavia, ja bakteerien värit saattavat 
vaihdella paljonkin kannasta riippuen. Tutkimuksen mukaan maljojen värireaktiot toimivat pääasi-
allisesti hyvin. Maljojen lukijan pitää alustavassa tunnistuksessa kuitenkin kiinnittää huomiota 
bakteerien pesäkemorfologiaan ja hajuun pesäkkeiden värin lisäksi ja osata kyseenalaistaa väri-
reaktioiden luotettavuutta.  
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Kromogeenisten maljojen käyttöönotto ESBL-viljelyssä vaatii henkilökunnalta kunnollista pereh-
dyttämistä maljojen käyttöön. Lapin keskussairaalan mikrobiologian laboratoriossa on jo käytössä 
kromogeeniset virtsaviljelymaljat. ESBL-kannat kasvavat maljasta riippuen hieman erivärisinä, ei-
vätkä bakteerien värireaktiot ole samanlaisia kuin kromogeenisella virtsamaljalla. ESBL-maljat 
ovat selektiivisiä maljoja, joten niillä oleva kasvu poikkeaa hyvin paljon virtsaviljelymaljalla olevas-
ta kasvusta ja tämänkin vuoksi hyvä perehdytys on tarpeen. 
 
Valmismaljojen saatavuus saattaa laboratoriossa olla joskus ongelmallista, jos valmistaja ei pysty 
niitä toimittamaan. Tällaisessa tapauksessa on hyvä, että laboratoriolla on oma suhteellisen luo-
tettavaksi todettu kasvatusmalja, jota voidaan valmistaa hätätilanteessa. Kaupallisista maljoista 
CHROMagar Orientation ESBL -malja valmistetaan elatusaineyksikössä kaupallisista valmisteis-
ta. Kuiva-aineet säilyvät yleensä hyvin, joten niitä voidaan tilata varastoon eivätkä maljat pääse 
loppumaan, vaikka valmistaja ei pystyisikään tuotetta heti toimittamaan. Kaupalliset valmismaljat 
säilyvät yleensä vain muutamia viikkoja, joten niitä ei tilata tarpeettomia määriä varastoon. 
 
BD Drigalski Lactose Agar with Ceftazidime -malja on tutkimuksen mukaan liian selektiivinen 
ESBL-kantojen luotettavaan tunnistukseen, koska yksi potilasnäytteessä ollut positiivinen ESBL-
kanta jäi tältä maljalta kokonaan löytymättä. Toisaalta maljalla kasvoi kuitenkin enemmän epätoi-
vottuja bakteereja kuin kromogeenisilla maljoilla. 
 
Oxoid Brilliance ESBL -kaupallisen maljan huonona puolena oli maljojen heikko rakenne. Maljoja 
pinotessa kannet halkeilivat ja maljojen laatu ja agarin paksuus poikkesivat muista ESBL-
maljoista. Bakteerien tunnistusta häiritsi maljan sotkuinen tausta. Erityisesti ulostenäytteitä viljel-
täessä maljalla tapahtui värimuutosta, vaikka bakteerikasvua ei ollut. Maljan taustavärin vuoksi 
oikeiden bakteeripesäkkeiden tunnistaminen viljellystä näytteestä oli toisinaan haastavaa. Tutki-
muksen tulosten perusteella malja oli kuitenkin kärkipäässä ESBL-kantojen tunnistuksessa.  
 
Tutkimuksessa saatiin paljon tietoa, josta on toivottavasti hyötyä Lapin keskussairaalan mikrobio-
logian laboratoriolle ESBL-maljan vaihdosta päätettäessä. Tutkimuksessani en puuttunut tar-
kemmin maljan vaihdon aiheuttamiin kustannuksiin, vaan laboratorio saa itse päättää, onko vaih-
to taloudellisesti kannattavaa diagnostiseen hyötyyn nähden.  
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Otanta tutkimuksessa oli suhteellisen suuri, mutta mielestäni olisi ollut hyvä, jos tutkimuksessa 
olisi löytynyt enemmän positiivisia ESBL-kantoja potilasnäytteistä. ESBL-kannat kasvoivat maljoil-
la yhtä runsaina, joten kasvussa ei välttämättä olisi ollut suuria eroja, vaikka näytteitä olisikin ollut 
enemmän. Opinnäytetyön jatkoaiheina voitaisiin tutkia esimerkiksi ESBL-maljojen sensitiivisyyttä 
laimennossarjojen avulla tai tehdä tutkimus siitä, mitkä yleisesti laboratoriossa käytettävät varmis-
tusmenetelmät ovat luotettavimpia ESBL-kantojen tunnistuksessa. 
 
ESBL-maljojen vertailututkimuksen teko on ollut tulevan ammatin kannalta hyvin kehittävää. Tut-
kimuksen teossa luotettavien tulosten saaminen on tärkeää, ja luotettavien tulosten saamiseksi 
tutkimuksen suunnitteluvaiheessa tulee ottaa huomioon kaikki mahdollisesti epäonnistuvat seikat. 
Opinnäytetyön teko on kehittänyt taitojani niin tulevana työntekijänä kuin tutkimuksen teon saral-
la.  
 
Haluan kiittää erityisesti Lapin keskussairaalan sairaalamikrobiologi Joanna Peltolaa avusta opin-
näytetyötutkimuksessa ja asiantuntevasta konsultoinnista opinnäytetyön teon aikana. Kiitos myös 
opinnäytetyötä ohjanneille opettajille sekä opiskelijatovereille.  
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Kaksoiskiekkotestien tulokset suoraan selektiivisiltä maljoilta LIITE 1. 
Näytenumero Malja Kaksoiskiekot 
caz caz cv ctx ctx cv cpm cpm 
cv 
08v01610 
 
BioMériuex 10 22 7 25 10 23 
LKS 10 24 7 26 12 24 
BD 9 22 6 25 11 24 
CHROMagar 10 25 6 27 12 26 
Oxoid 10 24 6 25 11 24 
07v01502 
 
BioMériuex 10 10 16 23 20 22 
LKS 7 20 18 24 21 6 
BD 11 20 6 25 20 8 
CHROMagar 10 20 17 25 20 10 
Oxoid 10 21 6 25 22 22 
07v07125 
 
BioMériuex 11 24 7 25 10 25 
LKS 11 26 7 25 11 25 
BD 12 26 7 25 11 25 
CHROMagar 12 26 7 25 12 26 
Oxoid 11 25 6 25 11 24 
10v08525 
 
BioMériuex 20 24 6 26 14 18 
LKS 19 22 6 6 10 10 
BD 17 21 8 24 8 13 
CHROMagar 21 25 10 26 15 22 
Oxoid 19 22 10 25 12 21 
10v00557 
 
BioMériuex 17 21 6 15 10 19 
LKS 17 21 7 15 10 21 
BD 20 23 10 18 15 23 
CHROMagar 17 22 7 15 10 20 
Oxoid 17 22 8 15 11 20 
 
10v02605 
 
BioMériuex 8 25 6 27 10 6 
LKS 6 6 6 25 9 21 
BD 6 25 6 8 11 23 
CHROMagar 6 6 6 26 7 21 
Oxoid 6 26 6 23 10 24 
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09u4090 
 
BioMériuex 24 24 24 25 21 22 
LKS 23 24 23 23 19 19 
BD 25 26 26 26 23 22 
CHROMagar 23 24 22 22 18 18 
Oxoid 24 24 23 23 18 19 
b651 BioMériuex 23 25 12 24 14 25 
LKS 6 19 6 25 16 21 
BD - - - - - - 
CHROMagar 21 17 6 23 15 21 
Oxoid 24 21 13 26 19 25 
b759 BioMériuex 10 22 6 23 10 25 
LKS 9 22 6 21 10 24 
BD 8 23 6 21 9 23 
CHROMagar 7 21 6 21 7 21 
Oxoid 7 22 6 23 10 23 
b762 BioMériuex 6 26 6 24 10 27 
LKS 7 25 6 21 6 25 
BD 6 27 6 24 10 27 
CHROMagar 7 25 6 24 9 27 
Oxoid 7 25 6 24 7 26 
b789 BioMériuex 6 25 6 23 7 26 
LKS 6 25 6 22 6 25 
BD 6 25 6 21 6 27 
CHROMagar 6 25 6 23 6 27 
Oxoid 8 25 6 22 6 25 
b798 BioMériuex 12 25 6 23 8 26 
LKS 12 25 6 23 12 25 
BD 12 25 6 25 11 26 
CHROMagar 13 28 6 27 15 30 
Oxoid 11 25 6 23 10 25 
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Kaksoiskiekkotestien tulokset puhdasviljelmistä  LIITE 2. 
 
 
 
 
 
Näytenumero Kaksoiskiekot 
caz caz 
cv 
ctx ctx 
cv 
cpm cpm 
cv 
08v01610 
 
7 22 6 6 11 26 
07v01502 
 
10 20 18 23 20 24 
07v07125 
 
16 21 6 22 6 22 
10v08525 
 
7 25 6 24 6 25 
10v00557 
 
19 19 6 24 6 24 
10v02605 
 
9 23 6 22 10 28 
09u4090 
 
25 25 23 21 16 26 
b651 26 30 14 28 21 28 
b759 10 22 6 22 7 19 
b762 9 24 6 22 7 23 
b789 6 21 6 21 6 23 
b798 12 22 6 23 6 25 
JPE   
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ESBL-maljojen testaus seulontaviljelyssä        LIITE 3. 
Aloitus pvm: 
Lopetus pvm: 
 
PVM 
 
NÄYTE 
N:O 
MALJA KASVUA ESBL –
MALJALLA 
 (+ / -) 
VARMISTUS 
 
 
   Bakteerin 
tunnistus 
(nimi) 
VITEK 
 
KAKSOISKIEKOT 
 
 
    ESBL (+ /-) 
Suoraan 
ESBL-maljalta 
ESBL (+ /-) 
Puhdasvil- 
jelmästä 
ESBL (+ /-) 
Suoraan 
ESBL- 
maljalta 
ESBL (+ /-) 
Puhdasvil- 
jelmästä 
 
 
 1 
 
      
 
 
 2 
 
      
 
 
 3 
 
      
 
 
 4 
 
      
 
 
 5 
 
      
 
 
 1 
 
      
 
 
 2 
 
      
 
 
 3       
  4 
 
      
  5 
 
      
 
